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An die Mitarbeiter der Hoppe-Seyler’schen Zeitschrift fir 
physiologische Chemie. 


Wir teilen unseren Mitarbeitern im folgenden die Leit- 
sitze mit, welche die Deutsche Physiologische Gesellschatt 
bei Gelegenheit ihrer Frankfurter Versammlung im Sep- 
tember 1927 in ihrer Geschiftssitzung im allgemeinen und 
durch die von ihr eingesetzte Kommission im einzelnen (unter 
Revision einiger Punkte) angenommen hat. 

Im besonderen machen wir darauf aufmerksam, da8 wir in 
Zukunft die redaktionellen Geschifte auf Grund der angenom- 
menen ,Bedingungen fiir die Aufnahme von Arbeiten“ 
fiihren werden. 

Leitsatze. 

Die deutsche physiologische Gesellschaft ist bereit, die 
Herausgeber der Zeitschriften ihres Wissensgebietes in der 
Durchfihrung aller der MaBregeln zu unterstiitzen, welche 
geeignet sind, schlechte und ungeeignete Arbeiten fernzubalten 
und den aufzunehmenden die notwendige Kiirze zu sichern. 
Im besonderen sieht sie den beigefiigten Entwurf der 


»Bedingungen fiir die Annahme von Arbeiten“ 


im allgemeinen als eine geeignete Grundlage an, das gesteckte 
Ziel zu erreichen. 

Um eine einheitliche Handhabung der redaktionellen 
Tatigkeit zu gewihrleisten, ersucht die Gesellschaft die Heraus- 
geber der zu ihrem Arbeitsgebiet gehérigen Zeitschriften nach 
den beigefiigten Aufnahmebedingungen zu verfahren und sie 
allen Mitarbeitern zuginglich zu machen; andererseits ersucht 
sie ihre Mitglieder, sich in ihren eigenen Verdffentlichungen 
und in denen ihrer Mitarbeiter von vornherein dn diese Be- 
dingungen zu halten, um den Herausgebern unniitze Arbeit 
zu sparen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXI. 1 
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Zur strengen Durchfihrung der Aufnahmebedingungen 
und in Anbetracht der Fille des Arbeitsstoffes halt es die 
Gesellschaft im allgemeinen fiir zweckma&Big, daB jede Zeit- 
schrift in Zusammenarbeit mehrerer Herausgeber redigiert wird, 
ohne mit der AuBerung dieser Ansicht in andersgeartete, zur 
Zeit noch bestehende Verhiltnisse eingreifen zu wollen. Sie 
erklirt sich auch bereit, die Verleger bei einem Wechsel in der 
Redaktion zu beraten. 

Die Gesellschaft hilt eine Vermehrung der Zeitschriften 
ihres Arbeitsgebietes nicht fiir angebracht. Sollte sich auf 
irgendeinem Spezialgebiet oder auch sonst der Wunsch nach 
Neubegriindung einer Zeitschrift geltend machen, so ersucht 
die Gesellschaft ihre Mitglieder, sich an einer solchen Be- 
grindung nicht eher zu beteiligen, als bis mit dem Vorstand 
der Gesellschaft die Frage nach dem Vorliegen eines Bediirf- 
nisses reiflich erértert ist. 


Bedingungen fiir die Aufnahme von Arbeiten in Hoppe-Seyler’s 
Zeitschrift fir physiologische Chemie. 


A. Allgemeine Bedingungen. 

1. Es werden nur Arbeiten aufgenommen, deren Inhalt 
dem Gebiet der Zeitschrift angehdrt. 

2. Die Arbeit muB wissenschaftlich wertvoll sein und 
Neues bringen. Sie darf noch nicht — ganz oder teil- 
weise — in einer der vier Weltsprachen verdffentlicht sein. — 
BloBe Bestitigungen bereits anerkannter Befunde kénnen 
héchstens in kiirzester Form Aufnahme finden. Arbeiten rein 
referierenden Inhalts und vorliufige Mitteilungen sind 
unerwiinscht. Polemiken sind auf Richtigstellung des Tat- 
bestandes zu beschrinken. Aufsitze rein spekulativen 
Inhalts miissen neue Gesichtspunkte enthalten oder geeignet 
sein, die Experimentalforschung anzuregen. 

3. Die Darstellung muB kurz und in fehlerfreiem Deutsch 
gehalten sein. Ausfiihrliche historische Einleitungen sind zu 
vermeiden; es geniigt, in der Regel, wenn durch wenige Sitze 
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die behandelte Fragestellung klargelegt und durch einige 
Literaturnachweise der AnschluB an friihere Untersuchungen 
hergestellt wird. 

Der Weg, auf dem die Resultate gewonnen wurden, mub 
klar erkennbar sein; jedoch hat eine ausfiihrliche Darstellung 
der Methodik nur dann Wert, wenn die Methodik wesentlich 
Neues enthiilt. Mit der Beigabe von Abbildungen ist so sparsam 
wie méglich zu verfahren. 

4, Jeder Arbeit ist am SchluB eine kurze Zusammen- 
fassung der wesentlichsten Ergebnisse beizufiigen. Sie soll 
den Raum einer Druckseite 1m allgemeinen nicht iiberschreiten. 

5. Bei der Einsendung des Manuskriptes hat der Autor 
anzugeben, ob der Inhalt der Arbeit schon an anderer Stelle 
mitgeteilt oder ob das Manuskript bereits einer anderen Zeit- 
schrift zum Abdruck angeboten wurde. Fehlt die Erklirung, 
so geht nétigenfalls dem Autor ein Fragebogen zu. 

6. Bei Arbeiten aus Instituten, Kliniken usw. ist eine 
Krklirung des Direktors oder eines Abteilungsleiters beizufiigen, 
daB er mit der Publikation der Arbeit aus dem Institut bzw. 
der Abteilung einverstanden ist und den Verfasser auf die 
Aufnahmebedingungen aufmerksam gemacht hat. 


B. Besondere Bedingungen. 


1. Von jeder Versuchsart bzw. jedem ‘atsachenbestand 
ist in der Regel nur ein Protokoll als Beispiel in knappster 
Form mitzuteilen. Das iibrige Beweismaterial ist, wenn nétig, 
in Tabellenform zu bringen. ‘Tabellen sind auf gesonderten 
Blittern beizulegen. 

2. Die Abbildungen sind auf das allernotwendigste zu 
beschrinken. Was sich ebensogut beschreiben laBt, braucht 
nicht abgebildet zu werden. Was sich kiirzer und klarer bildlich 
darstellen laBt, braucht nicht eingehend beschrieben zu werden. 
Bei Kurven ist in der Regel nicht mehr als ein Beispiel 
fiir eine bestimmte Versuchsart zulissig. Nach Méglichkeit 
sollten sich die Vorlagen, die in reproduktionsfihigem Zustand 


einzuliefern sind, fiir Strichitzung eignen. Abbildungen fiir 
1* 
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Wiedergabe in Autotypie und besonders mehrfarbige Ab- 
bildungen kénnen nur dann aufgenommen werden, wenn es 
der Gegenstand unbedingt erfordert. (Die Vorlagen sind auf 
besonderen Bliattern einzuliefern. Die Beschriftung hat sich 
auf das notwendigste zu beschriinken. Die Unterschriften zu 
den Abbildungen sind nicht auf den Vorlagen anzubringen, 
sondern dem Text auf besonderen Bliattern anzufigen). 

3. Literaturangaben sind bei Zeitschriftenaufsiitzen ohne 
Titel mit Angabe von Band, Seite und Jahreszahl, bei Biichern 
mit dem Titel anzugeben. 

4. Methodisches, Nebensichliches und Protokolle 
sind vom Autor fiir Kleindruck anzumerken. 

5. Das Zerlegen einer Arbeit in mehrere Mitteilungen 
zu dem Zweck, die einzelne Verdffentlichung kiirzer erscheinen 
zu lassen, ist unzuliissig, Doppeltitel von Arbeiten, ins- 
besondere solchen, bei denen im Obertitel ein anderer Autor- 
name genannt ist als im Untertitel, sind aus bibliographischen 
Griinden nach Méglichkeit zu vermeiden. 

6. Das Institut bzw. die Klinik, aus dem die Arbeit her- 
vorgegangen ist, ist unter dem Titel anzugeben, nicht aber der 
Name des Institutsdirektors. 


Die Herausgeber: 
Knoop Thomas. 














Garungsprobleme. 


Von 
H. v. Euler und K. Myrbiick. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. November 1928.) 


1. Aldehydmutation und Phosphorylierung. 


Die Auffassungen verschiedener Forscher iiber die An- 
teilnahme und die Rolle der Phosphorylierung beim Kohlen- 
hydratabbau haben sich seit langer Zeit wesentlich unter- 
schieden. Festgestellt ist, trotz der von gewissen Seiten ge- 
machten Kinwinde, jedenfalls folgendes: Wie Harden, der Ent- 
decker der Hexose-di-phosphorsiure urspriinglich angenommen 
hatte, ist die Bildung von Hexose—Phosphorsaureestern eine 
Teilreaktion der Garung und, wie man spiater gefunden hat, 
auch anderer biologisch wichtiger Formen des Kohblenhydrat- 
abbaues. Das Interesse konzentrierte sich anfangs um den 
(der Menge nach) als Hauptprodukt entstehenden Harden- 
schen Hexose—Diphosphorsaureester, obwohl Harden hervor- 
gehoben hatte, daB das Diphosphat nicht das einzige phos- 
phorylierte Produkt der Girung ist und obwohl Iwanoff 
sowie Kuler und Mitarbeiter einwandfrei die Bildung von 
Hexose—Phosphorsiiureestern ohne begleitende Girung nach- 
gewiesen hatten. 

Die Bildung des Diphosphates ist nach Harden und 
Young von einer Girung notwendig begleitet, und zwar ent- 
spricht die Bildung eines Molekiils Diphosphat angenihert 
der Vergirung eines Glucosemolekiils. Trotzdem stritt man 
lange dariiber, ob die Diphosphatbildung mit der normalen 
Gairung notwendig zusammenhingt oder etwa ein davon un- 
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abhangiger, event. ein pathologischer Vorgang ist. Wenn man 
es nun als sichergestellt betrachtet, daB die Diphosphatbildung 
eng mit der Giirung verkniipft ist, so ist damit natiirlich nicht 
gesagt, daB das Diphosphat ein Zwischenprodukt der Girung 
in dem Sinne ist, daB aller Zucker das Diphosphatstadium 
passiert. Dies ist ja schon nach Hardens und Youngs 
mehrfach bestatigten Untersuchungen unmdglich, da ja dic 
Diphosphatbildung mit der Hauptgiirung parallel geht. 

Nach der von Robison durchgefiihrten Isolierung des 
nach ihm benannten Esters konnten tiefere EKinblicke in den 
Mechanismus der Phosphorylierung gewonnen werden. Es 
verdient Beachtung, daB Robison selbst Anhaltspunkte dafiir 
fand, daB sein Monophosphat Zwischenprodukt bei der Bildung 
des Diphosphates ist. 

Auf Grund seiner Untersuchungen iiber Glykolyse und 
Giirung nahm dann Meyerhof') an, daB aus den Zymo- 
hexosen zuerst ein Monophosphat vom Typus des Robison- 
schen Ksters entsteht. Unter Spaltung eines Molekiils des 
Ksters entsteht aus einem zweiten Mol das Diphosphat. Die 
Vorstellung, daB das Diphosphat dadurch entsteht, daB der 
PO,-Rest eines Monophosphatmolekiils auf ein zweites Mol 
iiberspringt, stammt also von Meyerhof, der auch die Aut- 
fassung hat, daB sich Diphosphat aus Monophosphat durch: 
Aufnahme freien Phosphates bilden kann. 

Als wesentlich betrachten wir unsere Auffassung, daB ein 
Knergieausgleich, wie wir ihn als Mutation bezeichnen, vor 
der Diphosphatbildung eintritt; diese Auffassung macht die vou 
der Hardenschen Gleichung geforderte Reaktionskuppelunyg 
energetisch verstiindlich. Wir hatten schon 1924 eine intramole- 
kulare Mutation in Betracht gezogen?*) im Sinne der Gleichung: 

C;H,,0, + PO,HR, = C,H,0, + C,H;0,(PO,R,) 
2C,H,0,(PO,R,) = C,H,,0,(PO,R,) - 


') Biochem. Zs. Bd, 185, S. 113 (1927); Vorl. Mitteil. Naturwiss. 
Bd. 14, S. 1173 (1926). 

*) Euler u. Myrbick, Svensk. Kem. Tidskr. Bd. 36, S. 295 (1924). 
— Kuler, Chemie d. Enzyme, 8. Aufl., I. Teil, S. 335 u. ff, sowie Euler, 
Naturwiss. Bd. 13, 8S. 938 (1925), 














Garungsprobleme. 3 


Unsere Auffassung von der durch die Formel veranschau- 
lichten Reaktion entwickelten wir folgendermaBen: ,,Dabei ist 
anzunehmen, daB das nach der Gleichung reagierende Glucose- 
molekiil an zwei Stellen (innerhalb jeder C,-Gruppe) durch 
2 Enzyme, eine Phosphatese und ein etwa der Carboxylase 
nahestehendes Enzym gebunden wird.“ (Wie wir weiter unten 
sehen werden, ist letztgenanntes Enzym nunmebr als Mutase 
zu bezeichnen.) Wesentlich fiir unsere Auffassung war also, 
daB durch die Phosphorylierung (1PO, auf 6C) die Méglich- 
keit zu einer Teilung des Glucosemolekiils in zwei C,-Ketten 
gegeben wurde, und ,daB von den beiden Teilmolekiilen .. . 
das eine energiereicher, das andere energieirmer ist als das 
halbe Glucosemolekiil“ 

Etwas spiter (1926) hat dann Meyerhof in seiner vor- 
liufigen Mitteilung in den ,,Naturwissenschaften“ (a.a.O.) eben- 
falls die Notwendigkeit einer Kuppelung der beiden in die 
Hardensche Gleichung eingehenden Teilreaktionen betont und 
hat eine von der unseren insofern abweichende Auffassung 
von der Art der Kuppelung vorgeschlagen, als er eines der 
bekannt gewordenen Hexosemonophosphate als_isolierbares 
Zwischenprodukt einfiihrt. 


In einer Mitteilung, die zwischen den beiden erwihnten 
Arbeiten Meyerhofs liegt, haben wir ) die Frage offen ge- 
lassen, ob die von uns als Mutation bezeichnete Reaktion 
in Hexosen oder in Monophosphat eintritt. Da auBer den 
genannten Versuchen Meyerhofs auch unsere eigenen Ver- 
suche iiber die Vergirung von Monophosphat usw. mit der 
zweiten Annahme besser im Einklang waren, geben wir dieser 
den Vorzug. Meyerhofs Versuche sagen nichts tiber den 
Mechanismus der Reaktion; unsere EKinfiihrung eines Vorganges 
vom Typus der Mutation macht aber die von der Hardenschen 
Gleichung geforderte Teilung der Molekiile in vergirende und 
phosphorylierende reaktionskinetisch und energetisch verstiind- 
licher. 






1) Vgl. Euler u. Myrback, Diese Zs. Bd. 165, 5. 28 (1927). 
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Unabhiingig von allen Theorien iiber Phosphorylierung 
und dergl. kamen Myrback und Jacobi!) zu dem Ergebnis, 
daB das KEnzym der Hefe, das die Cannizzaroreaktion der 
einfachen Aldehyde bewerkstelligt, nur in Gegenwart eines 
Co-Enzyms wirksam ist. Euler und Myrbiack?) konnten 
danach starke Anhaltspunkte dafiir finden, daB dieses Co-Enzym 
mit der Co-Zymase identisch ist. Durch eingehende weitere 
Untersuchungen, die auch tierisches Material umfaBten *) wurde 
auger Zweifel gestellt, daB die Co-Zymase das Co-Enzym des 
mutierenden Enzyms der Hefe der Mutase ist. 

Wie wir schon vor Jahren*) zeigen konnten, ist die Co- 
Zymase fiir den Kintritt der Diphosphatbildung unentbehrlich, 
was aber nicht so zu deuten ist, daB die Co-Zymase das 
Co-Enzym einer synthetisch wirkenden Phosphatase (einer 
Phosphatese) ist. 

Zu den friiher bekannten ‘T'otalwirkungen der Co-Zymase, 
[Girung >), Phosphorylierung,®) enzymatische Methylenblaureduk- 
tion von Kohlehydratdonatoren ’)] kam also als einfachste Reaktionu 
die durch Hefenenzym beschleunigte Mutation der Aldehyde. 
Daraus schlossen wir, dab auch in die erstgenannten Total- 
wirkungen als wesentlicher Teilvorgang eine Mutation eingeht, 
insbesondere, daB der Bildung des Diphosphorsiaureesters eine 
solche Reaktion vorangeht. 

Obgleich wir immer hervorgehoben haben, daB der von 
uns als Mutation bezeichnete Vorgang der Hexosen oder des 
Hexosemonophosphates natiirlich keine Cannizzaroreaktion, also 
keine Spaltung in Alkohol und Siure ist, wollen wir dies hier 
nochmals versichern, da uns in der Literatur’) entgegen- 
vehalten wurde, daB sich wihrend der Gurung weder d-Glucon- 
siiure noch d-Sorbit bildet. 

') Myrbick u. Jacobi, Diese Zs. Bd. 161, 8. 245 (1926). 

*) Euler u. Myrbiick, Diese Zs. Bd. 165, 8. 28 (1927). 

’) Euler u. Brunius, a. a. O. 

‘) Euler u. Myrbiack, Diese Zs. Bd. 139, S$. 15 (1924). 

*) Harden u. Young, Proc. Roy. Soc. Bd. 78, 8, 369 (1906). 

*) Euler u. Myrbiack, Diese Zs. Bd. 139, 8. 15 (1924). 

’) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 162, 8. 68 u. 73 (1926). 

‘) Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 179, S. 451 (1928). 
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Girungsprobleme. D 


Im AuschluB an diese Klarstellung miissen wir in Riick- 
sicht auf die gleiche Arbeit von Neuberg kurz unsere Be- 
zeichnung Mutation erlautern, fiir welche Neuberg den Namen 
Disproportionierung wiinscht. Hierzu kénnen wir gleich ein- 
leitend bemerken, daB wir diese Angelegenheit fiir ziemlich 
sleichgiiltig halten und auch gegen das Wort ,,Disproportio- 
nierung“ nichts einzuwenden haben’), nur haben wir in einer 
gréBeren Reihe von Mitteilungen nun einmal die Bezeichnung 
Mutation“ gebraucht und wollen davon nur dann abgehen, 
wenn ein logischer Grund dafiir vorliegt. Es ist aber, nicht 
einzusehen, weshalb, wie Neuberg will, ,,Mutation“?) oder 
,Dismutation“ ein Vorgang sein muB, bei welchem die beiden 
in Reaktion tretenden Molekiile im Oxydoreduktionsverhiltnis 
von Saure zu Alkohol stehen miissen, wie bei der Cannizzaro- 
reaktion. Es ist nicht einzusehen, was logisch dagegen ein- 
gewendet werden kann, als Mutation einen Vorgang zu be- 
zeichnen, aus welchem 2 Molekiile oder 2 Molekiilteile (innere 
Mutation) hervorgehen, von welchem das eine einen héheren 
Energieinhalt auf Kosten des anderen gewonnen hat. Line 
solche Mutation fiihren wir, wie oben erwahnt, in die Harden- 


sche Gleichung ein. 

Gerade die Teilreaktion des enzymatischen Hexosen- 

1) Anmerkung. Neuberg scheint iibrigens anzunehmen, daf das 
Resultat der in Rede stehenden Reaktion ein Uberspringen eines PO,- 
Restes von einem Molekiil zum anderen ist, wobei Diphosphat und spalt- 
bare Hexose entstehen. Wir weisen darauf hin, daB wir in eben der 
von Neuberg kritisierten Arbeit ein solches Uberspringen als un- 
wabrscheinlich bezeichnet haben und da8 wir uns die Diphosphatbildung 
ohne Ablésung der PO,-Reste darstellen. Nach unserem Schema tritt 
die Mutation in der Mitte der Kohlenstoffkette des Monophosphates ein, 
wobei zwei zerfallene 3-Kohlenstoffverbindungen und ein Molekiil Di- 
phosphat (oder vielleicht zuerst 2 Molekiile Triosephosphorsiure) ent- 
stehen. 

*) Die Gefahr, daB diese chemische Mutation mit dem in der Ver- 
erbungslehre und Entwicklungsmechanik viel diskutierten Vorgang ver- 
wechselt werden kénne, scheint uns so minimal, daB sie, uns zu keiner 
Nomenklaturveriinderung veranlassen kann, welche iibrigens auch not- 
wendig machen wiirde, den Namen des entsprechenden Enzyms, der 
Mutase zu verindern (betr. ,,Dismutation” vgl. 8. 9, 12). 
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abbaues, welche die Spaltung der 6-Kohlenstoffkette in dic 
3-Kohlenstoffprodukte betrifft, ist ja trotz der vielen wichtigen 
Untersuchungen Neubergs noch nicht aufgeklart. Gewdhnlich 
formuliert man den Vorgang, indem man die Auflésung eines 


Aldols annimmt. 


Durch Abspaltung von Wasser aus Glucose kann man 
sich nach Neuberg z. B. das Methylglyoxal-aldol gebildet 
denken. Durch Lésung der Aldolbindung gewinnt man dann 
das Methylglyoxal selbst. Man scheint jedenfalls anzunehmen, 


daB eine Reaktion vom Typus 


CH CH, 
| 4 
HCOH HCO 


| | 
statthindet. Eine solche Reaktion, die auch schon Neuberg 


in sein Schema, allerdings ohne experimentelle Stiitzen, aut- 
venommen hat, ist das Resultat einer inneren Oxydoreduktion: 
sie kommt, wie man es oft ausgedriickt hat, durch _,,Ver- 
schiebung eines Wasserstoffatoms* zustande. Nach Meerwein 
und Schmidt!) besteht die Cannizzaroreaktion gerade in einer 
Wasserstoffwanderung im reaktionsvermittelnden ?) Molekiil der 
beiden Aldehydmolekiile; diese Vorstellung die auch Neuberg *) 
fiir die Biochemie fruchtbar halt, verdient in diesem Zu- 


sammenhang Beachtung. 


2. Vergarung des Robisonschen Hexose~Monophosphor- 
saureesters. 


Kine weitere Frage ist nun, ob der Robisonsche Ester 
und nicht etwa ein anderes Hexosemonophosphat wirklich das 


')Meerwein u. Schmidt, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 444, 
S. 229 (1925). 

2) Vgl. hierzu Euler u. Lévgren, Zur Kinetik der Oxydoreduk- 
tionsteilung bei Formaldehyd [Zs. anorg. Chem. Bd. 147, S. 128 (1925)), 
in welcher das seiner Konzentration nach meBbare Formaldehyd-Alkali- 
salz (das Formaldehyd-Anion) als reaktionsvermittelndes Molekil ein- 
gefiihrt wird. 

‘) Neuberg u. Gorr, Biochem. Zs. Bd. 166, S. 444 (1925). 




















Girungsprobleme. 7 
Zwischenprodukt bei der Diphosphatbildung ist.') Man kann 
natiirlich immer behaupten, daB der isolierte Robisonester ein 
Stabilisierungsprodukt einer labilen Form ist. Um einen Bei- 
trag zur Liésung dieser Frage zu geben, haben wir schon vor 
langer Zeit Versuche iiber die Vergiirung des Robisonschen 
Ksters, unter gleichzeitiger Bestimmung des freien PO, an- 
gestellt. Wir kamen zum Ergebnis, daB der Ester ebenso 
schnell vergoren wird wie ein solches Gemisch von Glucose 
und Phosphat (p,, = 6,4), daB mit der angewandten Hefe das 
Maximum der Girungsgeschwindigkeit erreicht wird. Weiter 
war die Kinetik der Vergirung des Esters der der Zucker- 
girung auffallend ihnlich. Wenn etwa die Hilfte des Esters 
vergoren war, zeigt sich noch beinahe kein organisches ab- 
gespaltenes PO,. Aus unseren Versuchen schlossen wir, daf 
nichts dagegen spricht, daB der Robisonsche Ester das 
Zwischenprodukt bei der Diphosphatbildung ist. 

Neuberg?) berichtet nun iiber ihnliche Versuche die aber 
zu dem Resultat fihrten, daB in keinem Falle die Vergirungs- 
geschwindigkeit des Esters gréBer oder ebenso gro8 war wie 
die der Glucose. Wir wollen erstens hier darauf hinweisen, 
daB Robison selbst festgestellt hat, daB die Initialgeschwindig- 
keit der Vergérung des Esters hoch ist, even approximating 
to the ,phosphat rate‘ for glucose“. Neuberg scheint zu 
glauben, daB die von uns gefundenen Garungsgeschwindig- 
keiten der Glucose zu klein ausgefallen sind wegen schidigen- 
der ..Wirkung zugefiigten anorganischen Phosphates, auf die 
v. Kuler und Myrbick nicht eingehen“. Wir glauben indessen, 
daB wir so oft auf das Verhalten unserer Hefen gegen an- 
organisches PO, eingegangen sind, daf wir wissen, daB unsere 
Hefe in der angewandten Phosphatlisung besser girt als ohne 
Zusatz von Phosphat. Es wurde eben die Konzentration des 
anorganischen Phosphates herausgesucht, wo die maximale 
Kobhlensiureentwicklung beobachtet werden konnte. Wir wollen 





1) Euler u. Myrbick, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 464, S. 56 
(1928). | 

*) Neuberg u. Kobel, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 465, 8. 272 

(1928); sowie Biochem. Zs. Bd. 179, S. 451 (1926). 
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ein Beispiel anfiihren. Wir haben die Zusammensetzung der 
Girmischung nach Neuberg und Simon!) gewahlt: 0,18 g 
Glucose + 15 cem H,O + 1,25 g Trockenunterhefe + 0,2 ccm 
Toluol. Im Versuch 2 wurde statt Wasser 0,15 mol.-Phosphat- 
lésung von p,, = 6,4 genommen. Wir veranschaulichen die 
Versuche in der Figur. 





2 4 7 i —_ 
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Wir sehen, da® im Versuch, wo nur das eigene PO, der 
Hefe zur Wirkung kommt, die Girung schneller einsetzt, dab 
aber im Phosphatversuch die Maximalgeschwindigkeit gréBer 
ist. Wie Neuberg auch gefunden hat, bedingt die Phosphat- 
zugabe eine kleine Verlangerung der sog. Induktion. 

In Neubergs Versuchen iiber die Vergirung des Robi- 
sonschen Esters?) findet man, wie N. selbst hervorhebt, eine 
ganz andere Kinetik als bei der Glucosevergirung. Da wir 





!) Neuberg u. Simon, Biochem. Zs. Bd. 199, S. 282 (1928) und 
zwar 8, 244. 
) Sh. a. OD. 





























Girungsprobleme. 9 


aber in den beiden Fallen eine sehr ihnliche Kinetik fanden, 
fragen wir uns, ob nicht etwa das von Neuberg angewandte 
Priparat der Robisonschen Séiure von dem unsrigen ver- 
schieden gewesen ist. Es scheint uns dies um so wahrschein- 
licher, als das Bariumsalz des Robisonesters, aus dem Neu- 
berg und Kobel das Natriumsalz fiir die Girungsversuche 
hergestellt haben, eine spezifische Drehung von [«],, = 27—28° 
zeigte, wahrend unsere Bariumsalze die entsprechende Zahl 
dj) = 12—13° hatten. Bekanntlich gibt Robison fir seine 
Bariumsalze Werte von etwa 13° an. Aus den von Neuberg 
und Kobel veréffentlichten Kurven kénnte man auch den 
Kindruck gewinnen, daB das von ihnen angewandte Natrium- 
salz des Robisonschen Esters nicht einheitlich war. In 
einigen von ihnen mitgeteilten Fallen ist iibrigens die initiale 
Girungsgeschwindigkeit des Esters etwa so groB, wie die der 
Glucose. 


3. Aldehydverbrauch in Essigsdiurebakterien und in 
B. lactis aerogenes. 


Unsere Auffassung iiber die Rolle der Co-Zymase bei 
der Girung fuBt, wie oben gesagt wurde, auf dem Umstand, 
daB das Enzym der Hefe, das Acetaldehyd mutiert, nur in 
Gegenwart der Co-Zymase wirksam ist. Die Apo-Zymase ist 
gegen Acetaldehyd unwirksam, nach Zusatz von Co-Zymase 
(auch gereinigter) ist sie stark wirksam. Die Versuche haben 
wir seltdem 6fters mit demselben Resultat wiederholt. Fest- 
gestellt wurde weiter, daB dasselbe fiir tierische Mutase!) 
sowie fiir die Mutase des Milchsiurebakteriums B. casei «°) gilt. 

Nach diesen Ergebnissen lag die Annahme nahe, daB alle 
wirklichen Mutasen von der Gegenwart der Co-Zymase abhingig 
sind. Myrback, Euler und Sandberg’) untersuchten darum 
ein dismutierendes Essigbakterium Eg 40, fiir das uns das 
Institut fiir Garungsgewerbe auf briefliche Anfrage leider keine 





') Euler u. Brunius, Diese Zs. Bd. 175, S. 52 (1928). 

*) Euler, Myrbick u. Nilsson, Ann. Acad. Se. Fennicae. 

*) Myrbick, Euler u. Sandberg, Diese Zs. Bd. 175, S. 316 
(1928). 











10 Hans vy. Euler und Karl Myrbick,. 


botanisch-systematische Charakterisierung liefern konnte. Wir 
fanden darin einen zwar kleinen aber jedenfalls merkbaren 
Co-Zymasegehalt. In einer eingehenden Untersuchung kommen 
dagegen Neuberg und Simon’) zu dem Resultat, daB die 
von ihnen untersuchten Essigbakterien keine Co-Zymase ent- 
halten und daB also der Satz, daB die Hefenmutase eines 
Co-Enzyms, der Co-Zymase bedarf, nicht verallgemeinert werden 
kann. Sie heben auch hervor, daB Myrbiack und Euler?) 
selbst festgestellt haben, daB das stark dismutierende B. lactis 
aerogenes keine Co-Zymase enthalt. Diese Bemerkung ist 
natiirlich vollkommen richtig. Um uns noch einmal von der 
Richtigkeit der Feststellung zu iiberzeugen, haben wir wieder 
das Bacterium auf Mutase und Co-Zymase untersucht. Die 
abzentrifugierten Bakterien*) wurden mit Wasser gewaschen 
und unmittelbar zu den Versuchen angewandt. 
Versuch 1. 15 cem Bakterienemulsion = 0,25 g Trockengewicht. 

5 ecem 16°/, Phosphatpuffer, p;, = 6,4. 

38ecem Acetaldehydlésung. 

7 cem Wasser. 


Versuch 2. = Vers. 1 aber statt Wasser eingeengter Hefekochsaft. 
Zeit in Stunden 0 0,3 0,5 1 1,5 4 
mg ong | Vers.1 76 66 60 52 43 30 
aldehyd | Vers.2 177 62 49 35 21 15 


Die Wirkung der Bakterien auf Aldehyde ist also sehr stark. 
Sie wird durch Hefekochsaft noch vergréBert, wahrscheinlich 
wegen der fiir das Bakterienwachstum giinstigeren Bedingungen. 

Bei den Versuchen iiber einen eventuellen Co-Zymase- 
gehalt wandten wir die gewdhnliche Methode mit Apozymase 
an. Wir konnten also nochmals feststellen, daB das Bacterium 
lactis aerogenes keine bestimmbaren Mengen Co-Zymase 
enthilt. Es ergibt sich also auch hier, wie bei den Ver- 





') Neuberg u. Simon, Biochem. Zs. Bd. 199, 8. 232 (1928). 

*) Myrbiack u. Euler, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1075 (1924). 

5) Herrn Prof. Chr. Barthel und seinem Assistenten, Herrn Erik 
Sandberg wollen wir auch hier verbindlichst fiir die uns wertvolle 
Hilfe danken, eine im bakteriologischen Institut der Zentralanstalt fiir 
das landwirtschaftl. Versuchswesen (Experimentalfaltet) hergestellte Rein- 
kultur von B, lactis aerogenes zu unserer Verfiigung zu stellen. 





























Girungsprobleme. 11 


suchen von Neuberg und Simon eine enzymatische 
Umsetzung von Aldehyd ohne Co-Zymase. 


Allerdings ist es unserer Meinung nach schwer, aus den Versuchen 
von Neuberg und Simon sichere Schliisse zu ziehen. Priifen wir 
z. B. einen der Versuche dieser Forscher iiber den Co-Zymasegehalt 
von z. B. B. pasteurianum’), so findet man, da8 die Girung, die fiir 
die angewandte Trockenhefe normal sein soll (Spalte 1) einen iiuBerst 
unregelmaBigen Verlauf zeigt. Wir geben diesen Versuch hier wieder. 











Bei 30° entwickelte eem CO, 
1 2 | 8 4 5 
| 
Nach 0 Stunden 0 0 0 0 0 
«Me “ 5,0 0 4,4 0 0 
Sis wn 5,2 0 4,6 0 () 
— fa 5,4 0 4,7 0 0 
. ee 15,5 0 10,0 4,7 0 
. -e -~« 15,5 0 10,0 9,6 0,2 


Weiter sieht man aus den Spalten 3 (Zusatz von Hefenkochsaft, 
und 4 (Zusatz von Hefen- und Bakterienkochsaft), daB der Zusatz des 
Bakterienkochsaftes eine Induktionsperiode von mehr als 6 Stunden be- 
wirkt hat, trotzdem Hefen-Co-Zymase im Uberschu8 zugesetzt war. Nach 
unseren Erfahrungen wiirden wir solche Versuche nicht zu Schliissen 
verwenden. Man kénnte leicht den Eindruck gewinnen, das die in 
Spalte 2 der genannten Tabelle nicht auftretende Girung auf einer 
iibermiBigen Verlingerung der Induktion beruht. 

Da also einerseits Fille vorzukommen scheinen, in welchen 
Mikroorganismen einen enzymatischen Aldehydverbrauch ohne 
Co-Zymase (oxydativ) beschleunigen, da andererseits sicher 
feststeht, daB sowohl in Hefen als in einer Reihe von anderen 
Mikroorganismen, ferner in tierischen Organen und in héheren 
Pflanzen die enzymatische Verwandlung von Acetaldehyd in 
Alkohol und Essigsiure an die Gegenwart von Co-Zymase ge- 
bunden ist, so wiirde man, wenn man den Aldehydverbrauch 
der Essigbakterien wirklich nur auf Cannizzaroreaktion zuriick- 
fiihren darf, zwei Arten von Aldehydmutasen zu unterscheiden 


haben 2), ndmlich 





') aa. O. S. 245. 
*) Es bleibt natiirlich noch die Méglichkeit, da®B die Co-Zymase 
aus dem Enzymsystem gewisser Mikroorganismen usw. nicht auskochbar 
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1. Enzyme, wie sie in den Essigbakterien vorkommen. 
Sie bedirfen keiner Co-Zymase. 

2. Mutasen vom T'ypus der Hefenmutase, welche nur in 
Gtegenwart der Co-Zymase wirksam sind.’) 


Betrachtet man dies in Zusammenhang damit, daB die 
Co-Zymase in den ersten Stufen des Kohlehydratabbaues vom 
Girungstypus eingreift, und daB sie in solchem Material 
(Hefe, Muskel?), Milchsiure- und Propionsiiurebakterien*) usw. 
vorkommt, wo die Zerlegung der Kohlenhydrate aller Wahr- 
scheinlichkeit nach iiber die 3-Kohlenstoffverbindungen erfolgt, 
dagegen nicht in den Fallen, wo ein oxydativer Abbau‘) oder 
z. B. eine Bernsteinsiurebildung‘) stattfindet, so wird man 
darin eine Bestatigung fiir unsere oben gemachten Annahmen 
iiber die Rolle der Co-Zymase bei der Zweiteilung der Hexosen 
finden. Da andererseits bei Hefe usw. die Abhiangigkeit der 
Aldehyddismutation von der Co-Zymase sichergestellt ist, wird 
man ja geneigt dazu sein, die obengenannte Zweiteilung als 
eine dismutationsartige Reaktion aufzufassen. 


Will man weitergehen, kénnte man sogar diese Reaktion 
als die hauptsichliche Aufgabe der Hefemutase betrachten. 
Bisher trat sie erst in die letzten Stufenreaktionen des Neu- 
bergschen Girungschemas auf. Ihre Hauptwirkung war die 
hypothetische gemischte Dismutation von Acetaldehyd und 
Methylglyoxal oder die Dismutation der einfachen Aldehyde. 


ist. Wire dies der Fall, so wire es kiinftig schwer, quantitative An- 
gaben tiber den Co-Zymasegehalt eines Materials zu machen. 

') Anmerkung bei der Korrektur: Unser Befund, daB die 
Essigsiiurebakterien trotz starken Aldehydverbrauches nur sehr geringe 
Mengen von Coenzym enthalten, ist nicht mehr auffallend, nachdem 
Wieland und Bertho [Ann. Bd. 464, S. 95 (1928)] in einer gleichzeitig 
mit dieser Mitteilung abgeschlossenen (7. November 1928) Arbeit nach- 
gewiesen haben, daB der Aldehydverbrauch der Essigsiurebakterien im 
wesentlichen keine Cannizzaroreaktion ist. 

*) Meverhof, Diese Zs. Bd. 101, S. 165 (1918); Bd. 102, S. 1 (1918), 

') Myrback u. Euler, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1075 (1924); Vir- 
tanen, Soc. Scient. Fennica. Comm., Phys.-Math. Bd. II, S. 201 (1927). 

') Virtanen, a.a. O, 
































Garungsprobleme. Es) 


Bei Versuchen iiber die dismutierende Wirkung der Hefe sind 
wir darauf aufmerksam geworden, daB z. B. eine Trockenhefe, 
die eine starke Girung des Zuckers herbeifiihrt, Acetaldehyd 
nur sehr langsam dismutiert. Wir fiihren einen Versuch an: 

5 g Trockenhefe H. 

10 ecm 10°/, Phosphatputter, p,, = 6,4. 

3 g Glucose. 

20 cem Wasser. 








Minuten 20 


60 250 
90 











Giirung si: i 

Aus der Geschwindigkeit wihrend der ersten halben Stunde 
findet man, daB etwa 300 ccm CO, pro Stunde entstehen (22°). 
Dies bedeutet, daB etwa 1,10 g Glucose vergoren sind, woraus man 
berechnen kann, daB nach dem Neubergschen Girungsschema 
0,54 g Acetaldehyd und 0,88 g Methylglyoxal, dismutiert sein 
sollen. (Aus dem Aldehyd entsteht Alkohol, aus dem Methy]l- 
glyoxal Brenztraubensiure, die dann wieder Acetaldehyd gibt, 
aus dem zwar auch Alkohol entsteht, aber erst nach noch- 
maliger Dismutation. Im Mittel hat also jedes Alkoholmolekiil 
zweimal die Dismutation passiert.) 

Mit derselben Hefe machten wir gleichzeitig in folgender 
Mischung Dismutationsversuche: 


5 g Trockenhefe. 
10 cem desselben Phosphatpuffers. 
20 cem Wasser und Aldehyd. 


Zwei Versuche mit verschiedenen Acetaldehydmengen wurden 


ausgeftihrt : 
Zeit in Minuten 0 30 135 240 
Aldehyd- Vers. 1 0,054 0,046 0,014 0,004 
menge Vers. 2 0,112 0,084 0,036 0,011 


Erstens sehen wir also, daB der Aldehyd in den an- 
gewandten Konzentrationen die Hefe nicht schidigt, vielmehr 
steigt die umgesetzte Aldehydmenge mit der Anfangskonzen- 
tration. Auch in dem Versuch mit der gréBten anfinglichen 
Aldehydmenge sind nur etwa 0,06 g Aldehyd pro Stunde 
dismutiert worden, und da bei der Giirung keine wesentlichen 
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Konzentrationen von Acetaldehyd entstehen, muB die Geschwin- 
digkeit dabei viel geringer sein. Nun soll allerdings die Dis- 
mutation eine gemischte sein, und es ist natiirlich unméglich, 
gegenwirtig bestimmtere Schluffolgerungen zu ziehen. Wir 
wollen nur auf die in den obigen Versuchen zutage tretenden 
eigentiimlichen Verhiltnisse hinweisen. Wenn wirklich die 
Neubergsche gemischte Dismutation stattfindet und gerade 
notwendig mit groBer Geschwindigkeit, was ja experimentell 
schwer zu priifen ist, so kénnten obige Versuche erkliren, warum 
bei der Normalgiirung keine nennenswerten Mengen Essigsiure 
entstehen. 











Uber den Ergosteringehalt der Hefe. 
Von 


A. Heiduschka und H. Lindner. 





Mitteilung aus dem Laboratorium fiir Lebensmittel- und (:drungschemie der Sichsischen 
Technischen Hochschule zu Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24, Dezember 1928.) 


Aus Pilzen ist Ergosterin schon 6fter isoliert worden und 
zwar wurde immer so verfahren, da8 die verschiedensten Pilze 
mit Petrolither extrahiert wurden, der erhaltene Rohfettauszug 
dann verseift und das Unverseifbare durch Ausschiitteln mit 
Ather aus der Seifenlésung entfernt wurde. Durch dfteres 
fraktioniertes Krystallisieren wurde dann das meist nicht 
schmelzpunktreine Produkt in iiuBerst geringen Mengen er- 
halten (zB. Bard und Zeller.’) 

Diese Methode setzt ein vorheriges 'rocknen der zu extra- 
hierenden Substanz voraus, eine Manipulation, die bei den 
groBen zu verarbeitenden Hefemengen und wegen der schlechten 
Ausbeute méglichst vermieden werden muBten. 

Uber die Darstellung des Ergosterins aus der Hefe 
sind nur drei Angaben in der Literatur zu finden. Als erste 
erhielten es Nigeli und Léw’), und nur in sehr geringer 
Ausbeute (0,01 °/,). Die zweite Darstellungsmethode stammt 
von Hinsberg und Roos’); hierbei wird zunichst mit Alkohol 
das Fett extrahiert und dann verseift. Nach mehrmaligen 
Krystallisationen aus Alkohol erhalt man farblose Bliittchen 
von Hefecholesterin. Schmelzp. 159° (unkorr.). 





') Monatsh. f. Chemie Bd. 43, S. 237 (1922). 
?) Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 17, S. 406 (1878). 
3) Diese Zs. Bd. 38, S. 12 (1903); Bd. 42, S. 189 (1904). 
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Das dritte Verfahren, das die besten Ausbeuten und das 
beste Produkt ergibt, wie vergleichende Versuche zeigten, ist 
das nach Windaus und Grosskopf.') Diesen gelang es auch 
vor nicht langer Zeit, die Identitiit zwischen dem Ergosterin 
des Mutterkorns und dem Hefesterin einwandfrei festzustellen. 
Sie unterwarfen die Hefemassen nach Alkoholzusatz direkt 
einem VerseifungsprozeB, befreiten die alkoholische Loésung 
nach Abfiltrieren der Zellmassen nahezu vom Alkohol und 
schiittelten den Riickstand nach Wasserzusatz mit Ather aus. 

Diese Methode liefert die gréBten Ergosterinmengen 
(0,15 °/,), da sie dieses durch Zerstérung der Zellwinde sicher 
quantitatiy aus den Hefezellen freimacht, sie hat jedoch den 
Nachteil, daB man groBe Mengen Seifenlésung mit sehr viel 
Ather ausschtitteln muB. Es wurde daher versucht, das Ver- 
fahren durch Umgehung der Atherextraktion zu vereinfachen. 
Dies gelang auch und es fiel au8erdem die mihselige Trennung 
des Ergosterins von dem mitextrahierten, honigartig riechen- 
den Ol weg, die immer Ergosterinveriuste verursacht. 

Da bis jetzt noch immer nichts iiber die in der Hefe 
tatsiichlich vorhandenen Ergosterinmengen bekannt ist, aus- 
genommen obige zwei Literaturangaben, so war der Haupt- 
zweck der vorliegenden Arbeit niheren AufschluB dariiber zu 
erlangen. Dabei war eine der ersten Aufgaben nach einer 
Bestimmungsmethode des Ergosterins zu suchen, die es 


erméglicht, in kurzer Zeit genaue Werte zu erhalten. Auf 


Grund der Erfahrungen, die iiber die Bestimmung der anderen 
Sterine in der Literatur sich befinden, kamen hier nur Farben- 
reaktionen in Frage und zwar eignet sich von allen am besten 
die Liebermann-Burchardsche Reaktion, die unter be- 
stimmten Bedingungen iiber rot, blauviolett, stahlblau, blau, 
blaugriin nach griin (hier findet die Ablesung statt) verliuft 
und dann nach einiger Zeit iiber gelbgriin, braungriin nach 
gelbbraun iibergeht. Als Vergleichslésung wird Naphtholgriin B 
angewandt und die Ablesung bei einfarbigem Licht vor- 
genommen. Um nun die Mengenverhiltnisse des Ergosterins 


') Diese Zs. Bd. 124, 8. 8 (19238). 
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in der Hefe kennen zu lernen, wurden verschiedene Arten 
davon untersucht. Zunichst wurden Bickerhefen derselben 
Provenienz aber an verschiedenen Partien gepriift und dabei 
das tiberraschende Resultat erhalten, daB bei der einen Probe 
annihernd der Ergosteringehalt mit der von Windaus an- 
«egebenen Ausbeute iibereinstimmte, wihrend die andere Probe 
70°/, mehr enthielt. Torulahefe zeigte nur die Halfte der 
ersten und den fiinften Teil der zweiten Hefe an Ergosterin. 
Obergirige Bierhefe wies ebenso viel Ergosterin wie PreBhete 
auf. Eine nur die Hialfte niedrigere Sterinmenge zeigte eine 
Weinhefe. Als dritte Gruppe wurde neben Kultur- und wilden 
Hefen eine Spalthefe untersucht und hierbei ein der Bierhefe 
angeniherter, etwas niedrigerer Wert gefunden. 

Auch Analysen von Vertretern der Spaltpilze und Schimmel- 
pilze zeigten keine Besonderheiten, auBer einer Dematiumart, 
die ebenso wie Weinhefe nicht viel Ergosterin enthielt. Auch 
eine getrennte Bestimmung von dem als Hefe gewachsenen 
Schimmelpilz und vom Mycellium ergab keinen Unterschied. 

Nach Funk treten Vitamine im Tierreich viel in Milch 
und Eiern auf, wahrend sie im Pflanzenreich hauptsiichlich in 
zwei Organen lokalisiert sind, im Samen und in den griinen 
Blittern. Es lag daher nahe, einen Schimmelpilz mit be- 
sonders ausgepragtem Fruchtkérper, dem Sitz fetthaltiger 
Sporen, zu untersuchen. Hierbei zeigte sich in der Tat ein 
ziemlich hoher Steringehalt dieser Pilze. 

Die angefiihrten wenigen Ergebnisse lassen zur Geniige 
erkennen, daB die verschiedenen niederen Pilze nicht an- 
nihernd gleichen Ergosteringehalt aufweisen, sondern daB dieser 
Schwankungen unterliegt, daB aber zwischen der Einteilung 
dieser niederen Pilze in die bekannten Gruppen und dem 
juantitativen Auftreten des Ergosterins keine eindeutige Be- 
ziehung etwa in der Art besteht, daB die Kulturpilze sich 
durch einen héheren Ergosteringehalt auszeichnen als Schimmel- 
pilze oder umgekehrt. Dieser wird daher wahrscheinlich von 
anderen Faktoren abhingig sein, wie Temperatur, Wachstums- 
dauer, Ernihrung, wobei sicher die letztere eine groBe Rolle 
spielen wird. 








1s A. Heiduschka und H. Lindner, 


Ida die Fette immer Sterine enthalten, liegt die Ver- 
mutung nahe, daB Beziehungen beider zueinander bestehen. 

Es wurde nun untersucht, ob vielleicht ein Parallelismus 
zwischen Fett- und Steringehalt besteht, und ob sich bei An- 
wendung fettsteigernder Mittel auch ein héherer Ergosterin- 
gehalt erzielen 1iBt. 

Obergiirige Bierhefe in mit Sauerstoff Ofters gesittigter 
Wiirze geziichtet, zeigte um etwa 70°), mehr Ergosterin als 
eine in normaler Wiirzelisung geziichtete. Damit in Uber- 
cinstimmung wurde oben der hohe Ergosteringehalt in Liiftungs- 
preBhefe gefunden. Zusatz von sekundérem Natriumphosphat 
vab im wesentlichen dasselbe Resultat (nur etwas niedriger’, 
wiihrend Zufiigen von Alkohol zu Bierwiirze eine Steigerung 
des Ergosterins der Hefe bewirkte. Bei Peptonzusatz mit 
Natriumphosphatzugabe wurden nicht ganz die normalen Werte 
erreicht. Diese sanken jedoch bei alleinigem Phosphatzusatz 
neben Glucose auf die Hilfte herab. 

Interessant sind endlich noch tolgende Versuche, die auf einen 
gewissen KinfluB von Vitaminen (B und C) hindeuten kénnen. 

Gerstenmalz wurde sehr niedrig ausgemahlen, in 2 Teile 
getrennt, in einen Auszug des feinsten Mehles mit keinem bzw. 
wenig Vitamin, und einem groben Riickstand mit den auBeren 
Schichten und Schalen, das B-Vitamin enthaltend und dann 
einzeln eingemaischt. 

Es ergab darauf die Hefe, die in der ersten Wiirze ge- 
ziichtet war, eine schlechte Ausbeute aber einen etwas héheren 
als normalen Ergosteringehalt, wihrend die aus Kleie her- 
gestellte Wiirze umgekehrt eine Hefe in besserer Ausbeute 
aber mit wesentlich geringerer Ergosterinmenge lieferte. Das- 
selbe, noch etwas ausgepriigter zeigte die Hefe auf zucker- 
haltigem Harn geziichtet, die nach Funk Vitamin B-haltig ist. 
(Andererseits kénnen auch hier die Phosphate des Harns ihre 
oben erwihnte Wirkung ausiiben, die durch den anwesenden 
Stickstoff wieder eingeschriinkt wiirde.) 

Vergleicht man die gefundenen Resultate mit den von ver- 
schiedenen Forschern iiber Fettanreicherung in Hefe festgestellte: 
Bedingungen, so findet man sehr groBe Ubereinstimmung. 
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Im Gegensatz hierzu steht die Behauptung, von 'lerroine 
und seinen Mitarbeitern'), daB ein Parallelismus zwischen 
Gehalt an Fettsiuren und Sterinen, wie er bei verschiedenen 
‘ieren festgestellt wurde, sich nicht bei fettreichen Mikro- 
organismen, die in Glucoseiilieu Fettsubstanz erzeugen, und 
in Samenkérnern findet, und da’ eine gleichzeitige Bildung 
von Neutralfetten und Sterinen durch aneinander gebundene 
Prozesse nicht stattfindet. 

Aus ihren Ergebnissen schlieBen T'erroine und Mit- 
arbeiter, daB sich das Sterin auf Kosten von Fettsubstanzen 
bildet, wodurch aber ihre Behauptung, daB kein Parallelismus 
zwischen Fett und Steringehalt besteht, noch nicht erwiesen 
ist, und damit steht immer noch im Einklang, daB in normalen 
Organismen bei niedrigem Fettgehalt wenig Sterin vorhanden 
ist, und bei hohem Fettgehalt viel Sterin gebildet wird. 

Es wurde auch noch Hefe in einer mit alkoholischer 
Cholesterinlésung versetzten Wiirzelésung geziichtet, um fest- 
zustellen, ob eventuell Cholesterin unter Umwandlung von der 
Hefe aufgenommen werden kann. 

Die Hefe zeigte zwar erhéhten Ergosteringehalt, jedoch 
nicht viel tiber das durch Alkohol allein verursachte Ma’ 
hinaus, so daB ein deutlicher Kinflu8 des Cholesterins nicht 
zu erkepnen war. Bei den ganzen letzterwihnten Ziichtungs- 
versuchen von Saccharomyces cerevisiae in verschiedenartigen 
Nahrlésungen traten groBe Schwankungen der Ergosterinmenge 
auf (0,34—1°/,). Die Hohe des Prozentgehaltes in der Hefe 
ist daher weniger von der Hefeart als von der Art der Er- 
nahrung und anderen duBeren Faktoren abhingig. 


Praktischer Teil. 


Gewinnungsverfahren von Ergosterin aus Hefe. 


Je 2kg Hefe wurden in einer Porzellanschale mit 1°/, Liter 
95° ,igem Alkohol verrieben, darauf in einem 5 Literkolben mit einem 


‘) Terroine, Bonnet, Kopp, Vechot, Bull. Soe. Chim. Biol. 
Bd. 9, S. 678 (1927). 
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Uber natiirliche Aktivierung von Proteasen 
pflanzlicher Milchsafte. 


Zwolf{te Abhandlung iiber Pflanzenproteasen 
in der von R, Willstaétter und Mitarbeitern begonnenen 
Untersuchungsreihe.*) 


Von 


Otto Ambros und Anna Harteneck. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Forschungslaboratorium Oppau der I, G. Farbenindustrie-Aktlopgesellschaft, 
Ludwigshafen a. Rh.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Dezember 1928.) 


Uber natirliche Aktivierung von Proteasen pflanzlicher 
Milchsafte. 


In einer Reihe von Untersuchungen, die R. Willstitter 
und Mitarbeiter tiber die Spezifitit proteolytischer Fermente 
in den letzten Jahren ausgefiihrt haben, wird gezeigt, wie 
weitgehend manche Zusiitze durch ihre aktivierende oder 
hemmende Wirkung die Reaktionskinetik eines einheitlichen 
Enzyms beeinflussen kénnen. In der ersten Abhandlung iiber 
Pflanzenproteasen’) wurde als einleitende Arbeit die Akti- 
vierung des Papains und Bromelins durch Blausiure und 
Schwefelwasserstoff einer quantitativen Betrachtung unterzogen. 
Danach wird die Wirkung des Papains gegen hoéhere Eiweib- 





‘) Die Abhandlung wurde in einer vorliufigen Form in der Samm- 
lung: Untersuchungen tiber Enzyme von R. Willstiitter unter Nr. 128 
(Bd, II, 8. 1698) aufgenommen. 
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kérper durch die Aktivierung gesteigert und gleichzeitig sein 
Wirkungsbereich nach der Seite der niederen Proteine wie 
Peptone erweitert. Die auffillige Beeinflussung der Enzym- 
reaktionen durch Blausiure findet sich auch noch bei anderen 
pflanzlichen Proteasen und sie ist ,eine so ausgepriigte Er- 
scheinung, daB sie sich zur Kennzeichnung der proteolytischen 
Knzyme der Pflanzen besonders eignet*.”) 

Ein besonderes Interesse an der Auswertung solcher Enzym- 
studien hat die Pflanzenphysiologie, da die Kenntnis der Spezi- 
fititsgrenzen der Enzyme auch zu Riickschliissen auf physio- 
logische Vorginge innerhalb der Pilanze anregt. Es ist dies 
um so mehr berechtigt, je enger sich die Versuchsbedingungen 
einer enzymatischen Priifung pflanzlicher Materialien an die 
physiologischen Bedingungen der lebenden Pflanze anschlieBen. 

Die Kenntnisse iiber die Aktivierung durch Blausiure 
stammen gréBtenteils von Untersuchungen, in welchen als 
Knzympraparate das Handelspapain verwendet wurde. Soweit 
uns bekannt, haben nur L. B. Mendel und A. F. Blood?) 
einen frischen Milchsaft gepriift. Sie bezogen das Unter- 
suchungsmaterial aus Jamaica und erwiihnen, dab die Friichte 
infolge der Lagerung auf dem Transport nur mehr wenig 
Milchsaft gaben. Auch mit diesem Enzympraparat wurde der 
Kffekt der Blausiureaktivierung gefunden: ,,the fresh latex of 
papaw shows the same pecularities as the dried material~. 
Wird jedoch, wie in der vorliegenden Arbeit, die Papayafrucht 
am Baum angeritzt und der Milchsaft sofort zur enzymatischen 
Prifung gegeben, so kommt man zu einem iiberraschend neuen 
Ergebnis: es wurden wiederholt Safte gewonnen, die keine 
blaus&fureaktivierung mehr zeigten. 

In Anlehnung an die Methode der fritheren Untersuchungen 
wurden die proteolytischen Wirkungen des frischen Milchsaftes 
der Carica papaya und der Bromelia sativa an den iiblichen 
EiweiBsubstraten gemessen und durch die Zugabe von Blau- 
siure der Aktivierungszustand des Milchsaftes ermittelt. 
Konnte durch die Blausiiureaktivierung keine Leistungssteige- 
rung des Enzyms mehr erreicht werden, so wurde das Enzym 
als voll aktiviert betrachtet. 
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Die Untersuchungen, die an dem frischen Milchsaft ver- 
schiedener Papayafriichte gemacht wurden, ergaben, daB das 
Knzym je nach dem Entwicklungsgrad der Friichte einen 
wechselnden Aktivierungszustand aufweist. Bald hatte der 
Milchsaft die Wirkungen des unaktivierten Handelspapains, 
bald die des Papaincyanhydrins, dazwischen lagen die ent- 
sprechenden Ubergangsstufen. Abhnlich wechselt der Wirkungs- 
bereich des Saftes aus der Bromelia sativa. Daraus ent- 
wickelte sich eine Vorstellung von der Anwesenheit eines Akti- 
vators in der Pflanze selbst, der entsprechend der Wachstums- 
periode oder anderen pflanzenphysiologischen Momenten gleich 
einer Kinase regulierend in den Eiweifstoffwechsel eingreift. 
In der Frucht der Carica papaya konnte ein Saft mit Akti- 
vatorcharakter, aber ohne Proteasenwirkung nachgewiesen 
werden. Auf die Anwesenheit dieses neuen Aktivators des 
Pflanzenreiches, welcher zweckmaifig Phytokinase genannt 
sei, ist der wechselnde Aktivierungszustand der Protease des 
Milchsaftes zuriickzufithren. 

Mit der Auffindung und Charakterisierung der Phyto- 
kinase in der Papaya- und Ananasfrucht scheint auch eine 
andere offene Frage ihrer Lisung niher gebracht zu werden. 
In der Untersuchung iiber Blausiureaktivierung und -Hemmung 
wird die Annahme bereits ausgesprochen, daB Papain und 
Bromelin identisch seien und eine Verschiedenheit ihrer Spezi- 
fititsgrenzen nur durch eine Vergesellschaftung mit einem 
natiirlichen Aktivator bedingt sei. Die obigen Ergebnisse 
stiitzen diese Annahme und lassen vermuten, daB alle pflanz- 
lichen Proteasen, die heute durch die Eigenschaft der Blau- 
siureaktivierbarkeit als besondere Gruppe zusammengefabt 
werden, sich auf ein Knzym zuriickfiihren lassen, dessen 
Spezifitat nur durch die wechselnde Anwesenheit der einen 
Kinase bedingt ist. 

Neben dieser enzymchemischen Deutung der Rolle der 
Phytokinase erlaubt das Versuchsmaterial auch noch physio- 
logische Vorstellungen vom enzymatischen EiweiBstoffwechsel 
in der Pflanze zu bilden. 

Die véllig ausgereiften Papayafriichte geben keinen Milch- 
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saft mehr ab. Bei nahezu reifen Friichten enthilt der Milch- 
saft, der beim Anritzen der AuBenschale abliuft, das Enzym 
in unaktiviertem Zustand, d. h. seine Spezifitit ist auf héhere 
KiweiBkérper eingestellt. Durch den PreBsaft des Frucht- 
inneren, der selbst proteolytisch nicht oder nur wenig wirksam 
ist, aber als starker Aktivator fungiert, wird auch der Milch- 
saft bis zur vélligea Aktivitit des Papaincyanhydrins veriindert. 
Je unreifer die Friichte sind, desto mehr verliert sich die 
obige scharfe Trennung, der Milchsaft ist bereits bedeutend 
aktiviert uud auch der PreBsaft des inneren Fruchtfleisches 
hat proteolytische Wirkungen. Die Ausziige aus Samenkérnern 
zeigen sich stets voll aktiviert. Ks ist also in den friihen 
Kntwicklungsstufen der Papayafriichte die Protease zur Hydro- 
lyse hoher und niederer KiweiBkérper befihigt; erst mit zu- 
nehmender Reife beschriinkt sich das Angriffsvermégen auf die 
hoheren Proteinstufen. 

Bei der Ananasfrucht wurde der gleiche Zusammenhang 
zwischen Reife und Aktivierungsgrad gefunden. Doch konnte 
hier, infolge der experimentellen Schwierigkeiten, die durch 
den anatomischen Bau des aus Kinzelfriichten zusammen- 
gesetzten Fruchtkérpers bedingt sind, keine Zerlegung in 
unaktivierte Protease und Aktivator erreicht werden. Bei 
der griinen Frucht zeigt der Saft aus dem Schalengewebe 
volle Aktivierung und der entsprechende Fruchtsaft aus dem 
Inneren der einzelnen Fruchtsegmente ist nur teilweise 
aktiviert, dagegen dreht sich das Verhiltnis bei der gelben 
Frucht um. 

Unter der Annahme eines proteolytischen Grundfermentes 
in den Milchsiften, hingt demnach die EKinstellung der ver- 
schiedenen Spezifititen von einem wechselnden Kingreifen der 
Phytokinase nach den physiologischen Momenten des Wachs- 
tums ab. Neben diesem einfachen System der Protease in 
pilanzlichen Milchsaften steht die andere Gruppe pflanzlicher 
Proteasen, die, wie z. B. Kirbis- und Gurkensaft, durch Blau- 
siure gehemmt werden und es wird einer folgenden Unter- 
suchung vorbehalten sein, ihre Wirkung und Verbreitung im 
Pflanzenreich zu erkennen. 
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Experimenteller Teil. 


I. Die Reaktionen der Protease aus dem frischen Milchsaft 
der Carica papaya. 
1. Das Enzymmaterial. 

Zur Gewinnung des Handelspapains werden die Papaya- 
friichte am Baum angeritzt, der hervorquellende Milchsaft ge- 
sammelt und an der Sonne in diinner Schicht in einigen Tagen 
getrocknet.*) Fiir die folgenden Versuche standen einige 
Carica papaya-Biume mit Friichten in dem Gewichshaus des 
Forschungslaboratoriums Oppau zur Verfigung. 

Der Milchsaft wurde in paraffinierten GlasgefaBen auf- 
gefangen, sofort mit etwas Wasser verdiinnt und in den Ver- 
suchsansatz einpipettiert. Die Aciditaét des Milchsaftes ent- 
spricht p,, 6,0. Das Trockengewicht schwankt; in einem Bei- 
spiel wurde 20,8°/, gemessen und ein Aschengehalt zu 2,36 °/, 
gefunden. Der Stickstoffgehalt war 10,3°/, und davon sind 
etwa 16°/, als Aminostickstoff nachweisbar. 

Die birnenférmigen Friichte erreichen im Laufe von un- 
gefahr einem halben Jahr die Reife und haben dann die GréBe 
von etwa 30 cm Lange und 20 cm gréBtem Durchmesser. Das 
Anritzen einer Frucht kann sehr lange wiederholt werden, 
ohne da8B Wachstumsstérungen eintreten. So gab eine Frucht, 
von der im Laufe von 6 Wochen 3—4 mal wichentlich Milch- 
saft abgenommen wurde, immer noch Ausbeuten bis zu 10 g. 
Erst mit zunehmender Reife nimmt die Milchsaftmenge ab 
und in vollreifem Zustand gibt die Frucht keinen Milchsaft ab. 

Die Wandstirke der voll entwickelten Friichte betrigt 
etwa 3—4 cm. Im Innenraum der Frucht sind die Samen- 
kérner, kleine kugelige Gebilde, umgeben von einer saftigen 
AuBenschicht der Testa. 


2. Die proteolytische Wirkung des Milchsaftes. 
Die Chemie der Enzyme charakterisiert die verschiedenen 
Fermenttypen auf Grund ihrer spezifischen Reaktionswirkungen 


gegentiber bestimmten Substraten. In diesem Sinne liegt auch 
die Kennzeichnung der Protease des frischen Papaya-Milch- 
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saftes nach ihrem Wirkungsvermigen gegeniiber Proteinen, 
wie Fibrin, Gelatine, Edestin und Peptonen, Protaminen und 
Peptiden. 


a) Fibrinverdauung. 


Zur Bestimmung der proteolytischen Wirksamkeit des 
frischen Milchsaftes aus der Carica papaya gegeniiber Fibrin 
wurde eine gravimetrische Methode iibernommen, die in einer 
vorhergehenden Untersuchung beschrieben wird.°) 

Eine bestimmte Einwage an fein gepulvertem Fibrinmehl (Merck) 
wird aufgeschwemmt und unter Zusatz von Pufferlisung (p,; 7,2) mit 
dem verdiinnten Milchsaft bei 40° geschiittelt. Die gravimetrische Be- 
stimmung des vom Enzym nicht gelésten Anteils gibt das MaB fiir den 
Grad der Proteolyse. 

Verdauungsversuche mit dem Handelspapain (Merck) nach 
Blausiureaktivierung im Vergleich zu nicht aktiviertem Priparat, 
zeigen unter gleichen Versuchsbedingungen bedeutende Unter- 
schiede. Wihrend das Papaincyanhydrin in einer Stunde be- 
reits 83°/, des Substrates spaltet, erreicht das unaktivierte 
nur eine Spaltung von 40°/,. Dagegen zeigen die gleichen 
Versuche mit frischem Milchsaft, der von einer unreifen Frucht 
stammt, daB die Unterschiede bedeutend geringer sind, d. h. 
daB der Milchsaft gemiB den Zahlen der folgenden Tab. 1 
nahezu voll aktiviert ist. 


Tabelle 1. 


Fibrinverdauung. 


In 20 cem Gesamtvolumen 0,5 g Fibrin mit wechselnden Enzymmengen. 
33. cem 0,2 m-Citratphosphatpuffer py 7,2. — Verdauungszeit 1 Std. bei 40°. 











. Milchsaft 
Handelspapain (als Trockengew. ger.) 
0,02 g 0,007 g 0,027 g¢ 
g °/o g "lo g "lo 
Auf. | Ohne HON | 0,227 | 46 | 0,215 | 43 | 0,367 74 
reléstes | Mit 6 mg HCN | 
eo | (= Std 0,412 | 93 0,258 51,5 | 0,427 85 
rin | Aktiv.-Zeit) | | 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXNXI. 
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b) Gelatinespaltung. 

Als lésliche héher molekulare EiweiBverbindung wurde die ,,Gold- 
gelatine“ untersucht, welche fiir derartige Arbeiten wegen ihres Rein- 
heitsgrades sehr geeignet ist. 

Das Handelspraparat Papain spaltet zwar die Gelatine, 
aber die Reaktionsgeschwindigkeit kann durch Zusatz geringer 
Mengen von Blausdure verdoppelt werden. Bei Anwendung 
des frischen Milchsaftes ist dieser Unterschied in der Wirkung 
zu frischem Papain mit und ohne Blausaure geringer, bei 
manchen Milchsaftproben sogar ganz verschwunden. Die 
folgende Tab. 2 zeigt einen Vergleich der proteolytischen Wir- 
kung von einem Handelspriiparat mit verschiedenen Proben 
von Milchsiften, wie sie im Verlaufe einer langeren Arbeits- 
periode anfielen. 

Die Messung der enzymatischen Gelatinehydrolyse geschah, wie 
in den friiheren Arbeiten, durch Bestimmung des Acidititszuwachses 
mittels der alkoholischen Titration nach R. Willstaétter und E. Wald- 
schmidt-Leitz.°) 

Tabelle 2. 


Gelatinehydrolyse. 





In 25 cem sind 1g Gelatine. — 5 ccm 0,2 m-Dinatriumcitrat py, 5. - 
6 mg Blausiure. — Verdauungszeit 2 Stunden bei 40°. 
Papain Milchsaft 





(Merck) y | a | mt |iv| vi vi 





Spaltung | Ohne HCN | 0,75 | 1,86 | 1,66 | 1,52 | 1,20 | 1,52 | 2,22 
‘n cem | Mit HCN | 
(2 Std. 2,50 | 2,70 | 2,07 | 1,92 | 1,28 | 1,45 | 2,28 


0,2n-KOH) a ktiy, Zeit) | 


Tabelle 3. 
Edestinspaltung. 
In 25 cem sind 0,2 g Edestin, 10 cem 0,2 m-Dinatriumcitrat p,, 6, 
6 mg HCN. — Verdauungszeit 6 Stunden bei 40° 

















Papain (Merck) Milchsaft 
Spaltung | Ohne HCN 0,05 0,45 
inecem | , 
Mit HCN 0,65 0,65 
0,2n-KOH | (2 Std. Aktiv.-Zeit) a a 








— 








= 
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Ahbnliche Verhiiltnisse zeigten sich auch bei der Ver- 
dauung eines typischen pflanzlichen Proteins, des Edestins, 
welches nach der gleichen Methode der titrimetrischen Messung 
der Abbaureaktion als Lésung im Puffersalzgemisch angewandt 


wurde. 
¢) Protamin- und Peptonspaltung. 


Noch schirfer driickt sich die Kigenart eines wechselnden 
Aktivierungszustandes des Enzyms in dem frischen Milchsaft 
hei der Protamin- und Peptonhydrolyse aus, welche die Spezi- 
fititsgrenze fiir das Handelspapain charakterisieren. 

Wihrend in den vorhergehenden Beispielen die Akti- 
vierung nur In einer Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit 
hestand, liegt hier der typische Fall einer Spezifitiitserweiterung 
vor, wie sie auch bei dem System Trypsin—Trypsinkinase be- 
kannt Ist. 

Nach den Untersuchungen von R. Willstatter und 
W.Gra8mann kann das Handelspapain nur als Cyanhydrin 
die Bindungen im Pepton- und Protaminmolekiil lésen. Durch 
die Aktivierung hat das Papain einen weiteren Wirkungs- 
bereich und verhilt sich wie ein neues spezifisches Enzym. 
Es handelt sich jedoch nicht um eine Uberfiihrung eines vor- 
her latenten Zymogens in ein neues zweites Enzym unter dem 
Kinflu8 der Blausiiure. Nach Entfernung der Blausiiure aus 
der aktivierten Enzymlésung durch physikalische Methoden ‘) 
verbleibt das Enzym in nicht aktiviertem Zustand und kann 
wieder durch Blausiiure aktiviert werden. Es ist also die 
Blausiureaktivierung eine spezifische Kinasewirkung. 

Bei der enzymchemischen Priifung des frischen Milch- 
saftes verschiedener Papayafriichte gegeniiber Protaminen und 
Peptonen stellte sich der wechselnde Aktivierungsgrad des 
Knzyms noch deutlicher heraus, als es sich bei den vorher- 
gehenden Untersuchungen gegeniiber den héheren Eiweib- 
substraten ergab. Es lag nahe, diesen natiirlichen Akti- 
vierungszustand auf die Anwesenheit von Blausiure, die durch 
Abspaltung aus glucosidischen Verbindungen stammen kénnte, 
zuriickzufiihren. Jedoch konnte niemals Blausiiure in dem 
Pflanzenmaterial nachgewiesen werden. 
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Von der Carica papaya wurden Milchsifte und Extrakte von fein 
zerkleinertem Material verschiedener Pflanzenteile, wie Bliitter, Stengel, 


Zweige und Stamm nach der Methode von L. Rosenthaler %) auf 


Blausiiure analysiert. 

In den folgenden Tabb. 4 und 5 sind Protamin- bzw. Pepton- 
spaltungen durch den frischen Milchsaft zusammengestellt. 

Als Protamin wurde Clupeinsulfat, das aus Herings- 
sperma gewonnen wird, unter den Versuchsbedingungen nach 
K. Waldschmidt-Leitz und Th. Kollmann®) verwendet. 

Als Pepton wurde in den letzten Versuchen ein Abbau- 
produkt von Gelatine, das mittels inaktiviertem Handelspapai1 
gewonnen wurde, verwendet. Durch ein besonderes Fiallungs- 
verfahren und nachtrigliche Wirmetrocknung wurde ein helles 
und farblos sich lésendes, proteolytisch unwirksames Pepton 
erhalten, das dadurch gegeniiber den iiblichen Handelspeptonen 
Vorziige bietet. Versuche mit den Peptonen ex albumine bzw. 
e carne hatten die gleichen Ergebnisse. 


Tabelle 4. 


Protaminspaltung. 
In 25 cem Gesamtvolumen sind 1 g Clupeinsulfat, 5 ccm 0,2 m-Dinatrium- 


citratlésung und die Enzymlésung mit oder ohne 6 mg Blausiure. — 
Aktivierungszeit 2 Stunden. — Verdauungszeit 2 Stunden bei 40°. 








Handelspapain | Frischer Milchsaft 








Spaltung | Ohne HCN 0,00 1,10 
in ecem . 
Mit HCN 
0.2n-KOH = (2 Std. Aktiv.-Zeit) 0,94 1,95 
Tabelle 5. 
Peptonspaltung. 


In 25 ccm Gesamtvolumen sind 1 g Pepton (I.G. Oppau), 5 cem 0,2 m- 
Dinatriumcitratlésung, die Enzymlésung mit oder ohne 6 mg Blausiure. — 
Aktivierungszeit 2 Stunden. — Verdauungszeit 4 Stunden bei 40°. 





Handel] __Pritthr Milehest 
papain I II | nt | IV Vv. VI 


0,70 | 1,30 | 0,75 0,80 





Spaltung Ohne HCN 0,00 | 0,10 | 0,33 


in cem | Mit HCN | | 
(2 Std. 0,90 1,15 1,00) 1,835 | 1,80 | 1,00 0,80 


0,2n-KOH Aktiv.-Zeit) 











—_ , 
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d) Dipeptidspaltung. 

Im Sinne der Ausfithrungen der 1V. Abhandlung?’) dieser 
Reihe, ist es fiir die Analyse von pflanzlichem Knozymmaterial 
unerléBlich, auch den Gehalt an einer ereptischen Komponente 
zu priifen. In jener Untersuchung stand frisches Knzym- 
material nur in Form von Blittern und Blattstengeln zur Ver- 
fiigung und der entsprechende PreBsaft war gegen Leucylglycin 
unwirksam. In Erginzung dieser Arbeit wurden auch frische 
Milchsifte von jedem Aktivitiitszustand gegeniiber Leucylglycin 
und Alanylglycin gepriift, und ereptisch als unwirksam gefunden. 


Tabelle 6, 
Dipeptidspaltung. 
In 25 cem Gesamtvolumen sind 10 cem 0,2 n-Leucylglyein bzw. Alanyl- 
glycin, 10 eem frischer Milchsaft, 3 ccm 0,2 m-Dinatriumcitrat p,, 5 bzw. 
3 cem n-Ammoniak. — Ammonchiloridpuffer p,,; 7,8 + 1,8 eem 0,1 n-NH, 
und in Versuchsreihe b) 6 mg Blausiiure. — Verdauungszeit 17 Std. bei 40”. 





Leucylglycin Alanylglycin 








Pu 9 Pr 78 Pu 7,8 
Spaltung | Ohne HCN 0,07 | 0,06 0,03 
cntsprechend | Mit HCON 0,08 | 0,00 0,00 








com 0,2n-KOH | (2 §td. Aktiv.-Zcit) 


Dieses Ergebnis von dem Fehlen einer ereptischen Kom- 
ponente im frischen Milchsaft der Carica papaya wird auch 
noch durch eine andere Beobachtung gestiitzt. Bei der stufen- 
weisen Titration mittels alkoholischer Kalilauge, welche einen 
Hinweis auf die Zusammensetzung der Abbauprodukte zu- 
liBt"), ergibt sich, daB bereits in der 50°/, igen alkoholischen 
Titrationslésung alle Carboxylgruppen erfaBt sind. Eine erep- 
tische Spaltung der Peptide in Aminosiuren tritt demnach bei 
der Proteolyse von Peptonen nicht auf. 


| 


3. Das p,-Optimum der Gelatine- und Peptonspaltung 
durch den frischen Milchsaft. 


Aus diesen Spezifititsuntersuchungen des Enzyms aus dem 
frischen Milchsaft geht hervor, da es sich durch seinen 
weiteren Wirkungsbereich sehr deutlich vom Ferment des 
Handelspriparates unterscheidet. 
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. 


Kin Beweis dafiir, daB die proteolytischen Wirkungen 
durch beide Enzympriparate auf einen Enzymtyp zuriick- 
zufiihren sind, liegt darin, da8 ihre p,-Optima sowohl der 
Gelatine- als auch der Peptonspaltung iibereinstimmen. 

Der Reaktionsansatz wurde durch Zugabe bestimmter 
Puffermischungen aus Phosphat—Citrat-Ammoniak eingestellt 
und nach der Indicatorenmethode und elektrometrisch ge- 
messen. In den folgenden beiden Tabellen und Kurven sind 
die Spaltungswerte durch den Acidititszuwachs ausgedriickt. 


Tabelle 7. 
py-Abhingigkeit der Gelatine- bzw. Peptonhydrolyse. 


In 25 ccm Gesamtvolumen sind 1 g Gelatine bzw. 1g Pepton gelést 
und mit 8 eem Papain-Milchsaftaufschwemmung und 3 ecm Puffer- 











mischung m/6 versetzt. — Verdauungszeit 2 bzw. 3 Stunden bei 40°. 
I. Gelatine. II. Pepton. 
, Spaltung in Spaltung in 
) 
Pi eem 0,2 n-KOH Pit cem 0,2 n-KOH 
3,4 1,30 2,58 0,11 
4,5 1,80 3,41 0,52 
5,0 1,90 3,98 0,67 
5,6 1,72 4,97 0,73 
6,1 1,37 6,31 0,32 
7,9 1,20 7,06 0,23 
8,6 0.76 8,60 0,16 
10,15 0,10 
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4, Aktivierungszustand des Papains aus Frichten 
verschiedener Entwicklungsstadien. 

Durch die obigen Versuchsreihen wurde der Wirkungs- 
bereich und damit auch der Aktivierungszustand des Enzyms 
aus dem frischen Milchsaft bestimmt. Das Zahlenmaterial 
zeigt die weiten Schwankungen, die im Aktivierungszustand des 
Knzyms bestehen. In cinem spiiteren Stadium der Unter- 
suchung, als die Carica papaya-Kultur des Tropenhauses Oppau 
mehrere Biiume umfaBte und damit auch stets Friichte ver- 
schiedener Entwicklungsstufen vorhanden waren, konnten die 
weiteren experimentellen Unterlagen dafiir gewonnen werden, 
den Zusammenhang zwischen Aktivierungszustand und Reife- 
grad der Friichte festzustellen. Zur Auffindung des hypo- 
thetischen Aktivators, der die physiologischen Verinderungen 
im Aktivierungszustand bedingt, wurden neben dem Milchsaft 
der entsprechende PreBsaft des Fruchtfleisches der Papaya, 
den wir als ,,Zellsaft bezeichnen, enzymatisch gepriift. 

Auch dieses Material hat bisweilen proteolytische Wirk- 
samkeit. Die frisch geernteten Friichte werden in iiblicher 
Weise angeritzt bis sie keinen Milchsaft mehr abgeben, dann 
fein geschialt, in flieBendem Wasser abgespiilt und das suftige 
Fruchtfleisch abgepreBt. 

Wirksamer ist der Extrakt aus den kleinen kugeligen, 
meist dunkel gefirbten Samenkérnern. Dabei ist in ver- 
schiedenen Beispielen der Untersuchung ein besonders aus- 
geprigtes Spaltungsvermégen gegeniiber Peptonen beobachtet 
worden. Kine vorlaufige Untersuchung zeigte, sowohl bei 
manchen Zellsiften als auch bei Samenextrakten, ereptische 
Wirkungen, die sich jedoch unter den folgenden Versuchs- 
bedingungen — der kurzen 2 stiindigen Verdauungszeit — noch 
nicht fuBerten. Bei 16stiindiger Versuchsdauer dagegen er- 
reichten die Dipeptidspaltungen bereits sichere Ausschlige und 
bei Blausiurezusatz trat Hemmung auf. 

Ks liegt hier eine Analogie mit den friiheren Unter- 
suchungen iiber Hemmung durch Blausiiure bei Proteasen aus 
Pflanzen, die auch Erepsin besitzen, vor und es scheint darin 
eine Erklirung fiir die Reaktion, wie sic von PreBsiiften der 
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Tabelle 8. 
Aktivierungszustand verschiedener Milchsiifte und deren Aktivierung 
durch die Phytokinase. 
Wirkung von Carica papaya Priiparaten auf 1 ¢ Gelatine bzw. Pepton 
in 25 com Gesamtvolumen, 5 ccm 0,2 m-Dinatriuincitrat p,;, 5, 6 mg 
Blausiiure. — Aktivierungszcit 2 Stunden bei 40°. 





~ 


~ 
. 


Protease aus Gelatine Pepton 


ohne HCN mit HCN obne HCN mit HC) 


PreBsaft aus einer véllig ge- 


reiften Frucht. . . . . 3,50 3,30 2,00 1,65 
Fast reife Frucht 
a) Milchsaft . ..... 0,95 2,25 0,10 0,60 
DP MOUOEIG. 8 wk kw 0,20 0,15 0,00 0,00 
COMED » «@ 6 wo wwe 1,85 2,15 0,85 0,95 
d) SamenpreBsaft . . . 0,25 0,40 0,2 0,20 
ec er a a a 2,00 1,97 0,75 0,80 
Fast reife Frucht | 
a) Milehsaft . . . .. . 1,19 2,38 0,48 0,87 
b) Zellsaft. . . . .. . 1,05 1,50 0,00 | 0,00 
ee re 2,29 2,20 1,08 1,05 
d) SamenpreBsaft . . . . 1,35 1,60 1,50 1,30 
Griine, voll entwickelte Frucht 
a) Milchsaft . . . .. . 1,10 1,20 0,30 0,60 
D)eUeRIt. wk kl ls 0,60 0,50 0,15 | 0,20 
a 1.50 1,40 0,53 | 0,50 
d) Papain (Merck)... . 1,05 1,65 0,00 | 0,70 
ee ae 1,25 1,22 0,54 | 0,52 
Halbreife Frucht 
a) Milchsaft . . . . . . 1,46 1,88 0,43 0,63 
DO) meee. 2 wt kl 0,75 1,25 0,35 0,35 
ee a a or a 2,13 2,10 1,05 0,95 
d) SamenpreBsaft . . . . 0,65 0,50 0,50 0,55 
Kleine, unreife Frucht 
a) Milchsaft . . ... . 1,45 3,00 0,20 0,90 
DOIN. 4 2 2 * « 0,55 1,00 0,00 0,45 
OR kk % 1,54 3,30 0,10 0,85 
d) SamenpreBsaft . . . . 0,83 0,82 0,70 0,74 
Kleine, unreife Fracht 
a) Milchsaft . . . .. . - 1,30 2,47 0,92 1,42 
NS oS ae 17 1,05 0,00 0,10 





ere «4 ee HS 0,80 2,80 0,18 1,37 
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Kiirbisse und der Gurken beschrieben sind, gefunden zu scin, 
was der Inhalt einer folgenden Verdffentlichung sein wird. 

Diese enzymanalytischen Untersuchungen der Hinzelteile 
der Papayafrucht bekamen eine entscheidende Wendung, als 
beobachtet wurde, daB Milchsiifte, die unaktiviert sind, also 
keine Peptonbindungen spalten kénnen, durch den Zusatz von 
proteolytisch nahezu unwirksamen Zellsiften aus dem Frucht- 
fleisch, voll aktiviert werden. Das zweite Beispiel der Tabelle 
zeigt einen Milchsaft mit den typischen Eigenschaften des 
Handelspapains, das den Aktivator Blausiure zur Pepton- 
spaltung braucht. Der entsprechende Zellsaft, selbst proteo- 
lytisch nahezu unwirksam, vermag die Blausiiure zu ersetzen 
und den Milchsaft voll zu aktivieren. 

Im Sinne der Reaktion eines echten Aktivators liegt es, 
daB nicht allein der peptolytisch inaktive Milchsaft durch 
seinen arteigenen Fruchtsaft aktiviert wird, sondern auch das 
gewohnliche Papain des Handels. 

Diese Trennung in peptolytisch unwirksame Protease aus 
dem Milchsaft und proteolytisch unwirksamem, aber stark 
aktivierenden Zellsaft wiederholt sich am meisten bei nahezu 
reifen Friichten. Die goldgelbe, ganz ausgereifte Frucht gibt 
keinen Milchsaft mehr ab und ihr PreBsaft hat als Mischung 
von Milchsaft und Zellsaft volle Aktivitit. Bei den kleineren 
und unreifen Friichten verlieren sich die Unterschiede, der 
Zellsaft enthilt bereits viel Protease, welche ihrerseits nur 
teilweise aktiviert ist; der Milchsaft dagegen wird im all- 
semeinen aktivierter. 


5. Uber die Phytokinase. 


Im Vergleich dieser ,,Phytokinase“ mit der Enterokinase 
liegt auch eine vorliufige Untersuchung der enzymchemischen 
Natur des pflanzlichen Aktivators. 


Die Phytokinase ist temperaturlabil; durch Kochen ver- 
liert sie ihre aktivierende Wirkung. Weiterhin bestehen auch 
hier die bekannten Abbingigkeiten der proteolytischen Wirk- 
samkeit von der zeitlichen Aktivierung und der Aktivatormenge. 
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Tabelle 9. 


‘Temperaturabhingigkeit. 
25 ccm Gesamtvolumen: 1g Gelatine baw. Pepton, 5 cem Dinatrium- 
citrat, 0,05 g Papain mit oder ohne frischem oder '/, Stunde gekochtem 
Zcllsaft, 6 mg Blausiiure. — Aktivierungszeit 2 Stunden bei 40°. — py, 5. 





Spaltung in ccm 0,2 n-KOH 
. Gelatine —___Pepton _ 
ohne HCN mit HCN — ohne HCN | mit HCN 


Papain (Merck) 1,60 2,16 0,00 0,70 


+ Zellsaft 2,05 2,00 0,35 0,60 
+ gekochter . _— 
Zellsaft ] 45 2,26 0,00 0,60 





Tabelle 10. 
Aktivierungszeit. 
Ansatz wie zuvor ohne HCN. 











Aktivierungsdauer in Minuten 
0 | 380 | 60 120 
Spaltungswert gegen 
Gelatine . .. . 105 | 1,25 1,40 1,25 
Spaltungswert gegen | 
Peptone ... . 016 | O,27 | 0,40 0,32 
in ecm 0,2 n-KOF 


II. Die Reaktionen der Protease aus dem frischen PreBsaft 
der Bromelia sativa. 


In thnlicher Weise wie in dem vorhergehenden Teil der 
Untersuchung wurde auch das Bromelin aus dem PreBsaft von 
Ananasfriichten verschiedener Entwicklungsstufen auf seinen 
Aktivierungszustand gepriift. 

Die Friichte, die aus dem Handel stammten, wurden ge- 
schilt und der geklirte PreBsaft des Fruchtfleisches ohne 
Konzentrierung zur Enzymanalyse verwendet. Die Methodik 
beschriinkte sich auf die Gelatine- bzw. Peptonhydrolyse nach 
dem iiblichen Verfahren der alkoholischen Titration. 
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Bei der Gegeniiberstellung der proteolytischen Wirkungs- 
werte von Siiften aus Ananasfriichten mit und ohne Blausiure- 
aktivierung ergibt sich, wie die folgende Tabelle zeigt, mit zu- 
nehmender Reife ein steigender Aktivierungszustand, der sich 
im erhéhten Spaltungsvermégen von Peptonen iiuBert. Die 
Pflanze selbst muB demnach einen Aktivator bilden, der regu- 
lierend in den Stoffwechsel eingreift. Bereits in einer friiheren 
Untersuchung dieser Reihe?!*) ergab sich, daB das Bromelin in 
seinem Verhalten qualitativ mit dem Papain iibereinstimmt, dab 
aber die Aktivierungseffekte quantitativ geringer sind, und es 
wird deshalb vermutet, daB ein aktivierend wirkender Begleit- 
stoff in wechselnder, im allgemeinen unzureichender Menge bei- 
gemischt ist. Da die Aktivierungseffekte bei verschiedenen Pri- 
paraten der Ananasprotease differieren, so nehmen die Verfasser 
an, daB die Protease im natiirlichen Zustand in wechselndem 
MaBe partiell aktiviert wird. Diese Annahme wurde durch die 
vorliegenden Untersuchungen belegt. 


Tabelle 11. 


Gelatine- und Peptonspaltung durch AnanasprebBsiifte. 
25 ccm Gesamtvolumen: 1 g Gelatine bzw. Pepton, 5ccm 0,2 m-Dinatrium- 
citrat, py, 5, 6 mg HCN. — 2 Stunden Aktivierungszeit bei 40°. 

















Gelatinespaltung Peptonspaltung 
Saft aus ohne HCN| mit HCN | ohne HCN! mit HCN 

eem 0,2 n-KOH ecem 0,2 n-KOH 

I. Griine Frucht 0,60 1,15 0,00 0,30 

i. » . 0,85 1,40 0,00 0,85 

III. Halbreife Frucht 1,40 2,55 0,55 1,10 

IV. Reife Frucht 1,30 1,85 0,35 0,40 
V. Goldgelb nach- 

gereifte Frucht 1,25 1,30 0,50 0,52 








Es war naheliegend, auch bei der Bromelia durch ent- 
sprechende Versuchstechnik wie bei der Carica papaya den 
natiirlichen Aktivator in der Frucht aufzusuchen. _Wegen ihres 
besonderen anatomischen Baues ist es bei der Ananas, deren 
Fruchtkérper aus mehreren Teilfriichten zusammengesetzt ist, 
experimentell schwierig, den Saft einer AuBenschicht vom Zell- 
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saft des eigentlichen Fruchtileisches zu trennen. Immerhin 
gestattet das experimentelle Material wieder diesen charak- 
teristischen Wechsel im Aktivierungszustand, sowohl von dem 
Knzym der Fruchthiille als auch des Fruchtfleisches, und den 
Zusammenhang mit der Reife zu belegen. — Bei der griinen 
Frucht zeigte der Saft aus dem Schalengewebe vollen Akti- 
vititszustand bei inaktivem Fruchtsaft, dagegen dreht sich das 
Verhaltnis bei der gelben Ananasfrucht um. 


Tabelle 12. 


Der Aktivierungszustand der AnanaspreBsiifte. 
25 ccm Gesamtvolumen: 1 g Gelatine bzw. Pepton, 5 ccm 0,2 m-Dinatrium- 








citrat, py; 5, 6 mg Blausiiure. 2 Stunden Aktivierungszeit bei 40°. 
Gelatine Pepton 
Ananasfrucht | ohne HCN | mit HON | ohne HCN | mit HCN 
ecin 0,2 n-KOH cem 0,2 n-KOH 
]. Griin 
a) Schalensaft 1,10 1,20 0,90 1,00 
b) Fruchtsaft 0,55 1,15 0,75 1,65 
Il. Halbreif 
2) Schalensaft 0,75 0,85 0,25 0,75 
b) Fruchtsaft 0,90 1,00 0,30 0,75 
INI. Reif 
a) Schalensaft 1,00 1,90 0,52 1,30 
b) Fruchtsaft 1,30 1,25 0,52 0,50 
IV. Ganz reif 
a) Schalensaft 0,20 1,80 0,15 0,60 
b) Fruchtsaft 1,40 1,65 0,35 0,40 








Herrn Direktor Dr. A. Mittasch sind wir fiir sein stets 
forderndes Interesse und die weitgehende Unterstiitzung, die 
er dieser Arbeit angedeihen lief, zu groBem Dank verpflichtet. 
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7-Butyrobetain, Crotonbetain und Carnitin 
im tierischen Stoffwechsel. 


Von 


Wilhelm Linneweh. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Dezember 1928.) 


Nachdem die Konstitution des im Siugetiermuskel vor- 
kommenden Carnitins schon durch die Forschungen von Krim- 
berg, Kutscher, Engeland, Rollet und Fischer und 
Géddertz bis auf die Stellung der Hydroxylgruppe als ,,Oxy- 
butyrobetain* bekannt war, wurde im Jahre 1927 durch 
Tomita und Sendju?) die #-Stellung der Hydroxylgruppe 
und damit die Konstitution des Carnitins als 7-Dimethylamino- 
?-oxybuttersiiure-methylbetain endgiiltig bewiesen. Danach 
schien es nach der Knoopschen Regel der f-Oxydation wahr- 
scheinlich, daB das Carnitin aus dem  7-Butyrobetain ent- 
stehen kénnte. DaB nach Darreichung von viel 7-Butyrobe- 
tain im tierischen Kérper tatsichlich Carnitin entsteht, wird 
durch folgenden Versuch gezeigt. 

Kinem Hunde wurden 20 g y-Butyrobetain im Laufe von 
6 Tagen subkutan gespritzt. Davon wurden im Harne (sieben 
Liter) 40°/, unverindert wiedergefunden neben 3°/, Carnitin. 
Auberdem konnte eine kleine Menge Trimethylamin isoliert 
werden (etwa 10 mg Chloraurat = '/, °/,). 

Damit ist nun allerdings nicht bewiesen, daB das im 
Muskel vorhandene Carnitin immer durch Oxydation von 
y-Butyrobetain gebildet wird; denn dieses ist im Muskel nor- 
maler Siiugetiere bisher noch nicht gefunden worden. Doch 
fand es Takeda’) im Harn von Hunden, deren Oxydations- 
kraft durch Phosphorvergiftung gehemmt war, und Reinwein 
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und Thielmann’) im Harn von Kranken mit perniziéser 
Animie, bei der man ja auch von einer Verminderung der 
Oxydationskraft sprechen darf. Daher wird man, wenigstens 
in diesen Fallen, mit dem Auftreten des y-Butyrobetains auch 
im Muskel, der méglichen Bildungsstiitte des Carnitins, rechnen 
konnen. 

Ferner wurde das y-Butyrobetain als normaler Muskel- 
bestandteil bei einigen Kaltbliitern gefunden; niimlich in der 
Seerose von Ackermann, Holtz und Reinwein‘)°), in der 
Schlange (Python) von Keil, Linneweh und Poller®), und 
im FluBaal von Hoppe-Seyler und Schmidt.) Bei diesen 
Tieren kann man wohl von einem im Vergleich zu den Siuge- 
tieren langsamen Stoffwechsel sprechen, und damit lieBe sich 
verstehen, daB hier ein Abbau des y-Butyrobetains zu Car- 
nitin nicht sichtbar wird. 

Ebenso wie y-Butyrobetain muBte natiirlich auch das im 
Fleischextrakt gefundene Crotonbetain*) zu Carnitin um- 
sewandelt werden; denn die ungesittigten Fettsiiuren werden 
genau so abgebaut wie die entsprechenden gesiittigten. So 
wurde denn auch nach dem Einspritzen von Crotonbetain 
beim Hunde Carnitin im Harne wiedergefunden, wenn auch 
nur etwa 0,2°/, vom eingespritzten Crotonbetain neben 33°/, 
unverindert ausgeschiedenen Crotonbetains. 

Die Tatsache, da8 nach Crotonbetaineinspritzung viel 
weniger von dem Abbauprodukt (Carnitin) gefunden wird als 
nach Kinspritzung des entsprechenden gesittigten y-Buty- 
robetains, steht im Kinklang zu einer Beobachtung von 
Dakin.®) Dieser fand nimlich, daB Phenylpropiolsiure (Phenyl- 
propinsaiure), C,H,-C=C-COOH, im Tierkérper viel schwerer 
oxydiert wird als Zimtsaure (Phenylpropensiure), C,H,-CH= 
CH-COOH, und Phenylpropionsiiure, C,H,-CH,-CH,-COOH. 
Bei weitem am leichtesten aber wird die gesittigte Pheny]l- 
propionsdure oxydiert, wahrend es in vitro genau umge- 
kehrt ist. 

Da nun in beiden Fallen nur héchstens 40°/, der ein- 
gefiihrten Substanz wiedergefunden wurden, lag es nahe, zur 
Fassung weiterer Oxydationsprodukte Carnitin zu spritzen. 
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Diesen Versuch hat Engeland?") schon einmal gemacht, 
aber nur Carnitin zuriickgewonunen.*) 

Kin Hund erhielt fast 3 g Carnitin subkutan. Im Harne 
wurden ungefihr 30°/, wiedergefunden, jedoth keine Oxyda- 
tionsprodukte. Der Versuch soll wiederholt werden, sobald 
eine gréBere Menge Carnitin zur Verfiigung steht, ebenso der 
Versuch der 7-Butyrobetaineinspritzung. 

Nach obigen Versuchen und nach Auftindung des Crotou- 
betains im Fleischextrakt ist es verlockend, fiir die Oxydation 


des y-Butyrobetains folgenden Weg zu mutmaBen: 
(CH, ),—N-CH,-CH, » CH, -CO (CH,),==N-CH,- CH=CH -CO 








| —_ | | 
a = ee Zs = 
(y-Butyrobetain) (Crotonbetain) 
(CH,),=N-CH,-CHOH-CH,-CO (CH,;),=-N+CH, - CO- CH, - CO 
> | —> 
O O- 
(Carnitin) y 
|(CH,)y-N- CH, -CO-CH, | 
| bias 
(CH,),—-N-CH,-CO -—--—-» (CH,),N + HOCH,-COOH 
| ‘ . 
> cli | \. | H, 
‘4 C=NH 
| 
NH(CH,)-CH,-COOH 


(vgl. Riesser]."4) 


Dieser Weg entspriiche, wenigstens in den beiden ersten 
Schritten, der Wielandschen Theorie der Dehydrierung ebenso 
wie der Knoopschen Regel der #-Oxydation. Dagegen spricht 





*) An manchen Stellen wird angegeben, Engeland hitte nach 
Kinspritzung von Carnitin y-Butyrobetain erhalten. Das ist aber ein 
Irrtum, denn Engeland sagt wortlich: ,,Die gefundenen Analysenwerte 
stimmen anniihernd zu Novaingoldchlorid.“ Er gibt dann allerdings als 
Vergleich zu seinen Analysenwerten die des y-Butyrobetains. Davon 
stimmt aber nur der Goldwert zu y-Butyrobetain, alle anderen Zahlen 
einschlieBlich des Schmelzpunktes besser zu Carnitinchloraurat. Enge- 
land hat also nur verunreinigtes Carnitinchloraurat gehabt, was er ja 
auch schon selbst erértert. 
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aber, daB das Betain (Dimethylamino-essigsiiure-methylbetain) 
im Séugetierkérper noch nicht gefunden ist.*) 

Gegen den ersten Schritt spricht ferner, da’ im Fleisch- 
extrakt die Menge des Crotonbetains sehr klein ist, so klein, 
daB man die Bildung von Crotonbetain nur als Nebenreaktion 
des oxydativen Abbaus bezeichnen méchte. 

Die Frage, ob Carnitin nicht auch im normalen Hunde- 
harn vorkommt, haben Kutscher und Lohmann") schon be- 
antwortet. Nach Fiitterung von 140 g Fleischextrat (das ent- 
spricht 5,6 kg Fleisch) erhielten sie 0,8 g Chloraurat. Aus 
17 Liter normalem Hundeharn (bei ,gewéhnlicher Mischkost“) 
0,65 g eines ,,zweifelhaften Gemenges“ von Chlorauraten mit 
40,4 und 40,0°/, Au (statt 39,35°/,), 5,4°/, N (statt 2,8°/,) 
und 15,79/, C (statt 16,8°/,). Sie schlossen daraus, ,,daB, 
wenn tiberhaupt, in der Norm sich nur geringe Mengen von 
Novain“ (Carnitin) ,im Organismus des Hundes bilden“. 

Bei meinen Versuchen erhielt der mit Crotonbetain ge- 
spritzte Hund gar kein Futter und der mit y-Butyrobetain 
sespritzte Hund Reis, Hafergriitze, Wasser nach Belieben und 
in der ganzen Zeit (vom dritten Tage vor dem Versuch bis 
zum dritten Tage nach Beendigung des Versuchs, also 12 Tage) 
héchstens 1—2 kg ausgekochtes Fleisch. Danach kann wohl 
kein Zweifel bestehen, daB bei meinem Versuch das gefun- 
dene Carnitin nicht aus der Nahrung, sondern aus dem ge- 
spritzten y-Butyrobetain stammt. 


Pharmakologische Wirkung. 


Die pharmakologische Wirkung des y-Butyrobetains stu- 
dierte ich an Mausen. Sie iiuBert sich in beschleunigter At- 
mung, SpeichelfluB, Pupillenerweiterung, klonischen Krimpfen, 
vermehrter Trinensekretion, GefiBverengung (sichtbar an den 
Ohren), Lihmung der motorischen Nervenendigungen, Abgang 
von Harn und Kot, Herzstillstand in Diastole. 

Dies alles wurde bereits von Brieger'4) eingehend als 


*) Es existiert eine Angabe von Bebeschin'™) iiber das Vorkommen 
von Betain in der Ochsenniere, die wohl so zu deuten ist, daB das 
Betain aus der daran sehr reichen Pflanzennahrung stammt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXI. 4 
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das Vergiftungsbild einer Base beschrieben, die er aus faulem 
Pferdefleisch isoliert hatte, und die spaiter von Takeda (a.a. O. 
in Kutschers Laboratorium als y-Dimethylamino-buttersiure- 
methylbetain (,,v-Butyrobetain“) erkannt wurde. 

Fiir Mause von ungefahr 15 g Gewicht ist die letale 
Dosis 70——80 mg (auf Chlorid berechnet).*) Ratten sind relatiy 
noch widerstandsfihiger. 

Das Crotonbetain hat qualitativ dieselbe pharmakologische 
Wirkung, nur ist die letale Dosis etwas kleiner: fiir Miiuse 
von 15 g Gewicht 60—70 mg (auf Chlorid berechnet). 

Das Carnitin ist ungiftig: Kine Injektion von 150 mg rief 
bei einer Maus keine sichtbaren Symptome hervor. Auch 
durch die sehr groBe Dosis von 250 mg (in 10°/,iger schwach 
alkalischer Lésung) wurde eine 21 g schwere Maus nicht ge- 
lihmt und bekam keine Krimpfe. 

Die an sich auffillige Tatsache, da& das Carnitin im 
Gegensatz zu y-Butyrobetain und Crotonbetain pharmakolo. 
gisch unwirksam ist, lieBe sich vielleicht folgendermaBen ver- 
stehen: Die den quartiren Ammoniumbasen zukommende 
Curarewirkung wird im Falle des Betains aufgehoben durch 
die Nahe einer Carboxylgruppe, tritt aber deutlich hervor, 
wenn bei Verlingerung der Kette die Carboxylgruppe in 
gréBere Kntfernung vom Stickstoff tritt (y-Butyrobetain, Croton- 
betain und das nichst héhere Homologe des y-Butyrobetains, 
des 5-Dimethylamino-valeriansiiuremethylbetain).’®) Wenn nun 
beim Carnitin trotz gleicher Entfernung der Carboxylgruppe 
wie beim y-Butyrobetain die pharmakologische Wirkung aus- 
bleibt, so laBt sich dies durch die Nahe der Hydroxylgruppe 
am -Kohlenstoffatom erkliiren, die hier ebenso wie eine 
Carboxylgruppe wirken diirfte. 


Versuchsteil. 
I. y-Butyrobetain. 


Dieser Versuch wurde zweimal gemacht. Das erste M:l 
wurde das y-Butyrobetain aus 7-Aminobuttersiure durch Me- 


*) Takeda, der dieselben Erscheinungen beobachtete, gibt cine 


letale Dosis von 15 mg an. 
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thylierung mit Dimethylsulfat und Baryt hergestellt, dann 
iiber das Chloraurat gereinigt. Die Chloridlésung wurde mit 
Natronlauge und Sodalésung gegen Lackmuspapier schwach 
alkalisch gemacht und soweit verdiinnt, daB eine 5°/,ige 
Lésung entstand. Von dieser Lésung bekam ein 20 kg 
schwerer Hund im Laufe von 2 Tagen 140 ccm = 7 g y-Buty- 
robetain subkutan. Nach jeder EKinspritzung trat Unruhe und 
SpeichelfluB auf, zweimal auch Erbrechen. Aus dem Harn 
lieBen sich ungefaihr 90°/, 7-Butyrobetain als Chloraurat zu- 
riickgewinnen. In den ersten Analysen war der Goldwert 
immer um ?/,—1°/, zu hoch, der Schmelzpunkt um etwa 5° 
zu tief. Das Chloraurat wurde durch Kinleiten von Schwefel- 
wasserstoff wieder ins Chlorid verwandelt und in einen in 
Alkohol leicht léslichen und schwerer léslichen Teil getrennt. 

Der in Alkohol schwerer lésliche Teil war 7-Butyrobetain- 
chlorid. 

8,930 mg Substanz gaben 0,6076 cem N /:20° p:743 mm. 

7,980 mg ” »  0,5586 cem N /: 20° p: 743 mm. 

C,H,,NO,Cl Ber. N 7,72°/, 
Gef. ,, 7,75, 7,97. 
Das daraus dargestellte Chloraurat gab die folgenden Werte: 
15,605 mg Substanz gaben 6,370 mg Au. 
C,H,,NO,AuCl, Ber. Au 40,65°/, 
Gef. ,, 40,82 
Schmelzp. 181—182°. 

Der in Alkohol leicht lésliche Teil des Chlorids wurde 
wieder ins Chloraurat verwandelt. Durch 6fteres Umkrystalli- 
sleren und AbgieBen vom schwerstléslichen Teil wurde das 
noch vorhandene y-Butyrobetain abgetrennt. Das schwerst- 
lésliche Chloraurat war das des Tetramins (Tetramethylammo- 
niumchloraurat). 

7,665 mg Substanz gaben 3,630 mg Au. 

C,H,,NAuCl, Ber. Au 47,74°/, 
Gef. ,, 47,36 
Schmelzp. 835—836° unter Zersetzung. 


Da vermutlich dieses Tetramin, das erfahrungsgemiib bei 


Methylierungen, besonders mit Dimethylsulfat, hiiufig entsteht, 
4* 
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nur Kunstprodukt und als Verunreinigung im 7-Butyrobetain 
enthalten war, wurde fiir den zweiten Versuch ein anderer 
Weg zur Gewinnung von y-Butyrobetain eingeschlagen. Aus 
Allylchlorid wurde nach Putochin?*) Trimethylenchlorobromid 
hergestellt, aus diesem mit der berechneten Menge Kalium- 
cyanid das 7-Chlorbutyronitril. Nach Verseifung und Vereste- 
rung wurde der erhaltene ;-Chlorbuttersiureithylester mit 
Trimethylamin gekuppelt. Der hieraus entstandene 7-Butyro- 
betainathylester wurde durch Eindampfen mit Salzsiiure ver- 
seift. Dieses 7-Butyrobetain mufte der Herstellung nach 
tetraminfrei sein. 

23,010 mg Substanz gaben 18,310 mg AgCl. 

C,H,,NO,Cl Ber. Cl 19,52°/, 
Gef. ., 19,69 

Aus dem Chlorid wurde das Chloraurat hergestellt. 

10,005 mg Substanz gaben 4,045 mg Au. 

14,745 mg i » 9,975 mg Au. 

C,H,.NO,AuCl, Ber. Au 40,65°/, 
Gef. ,, 40,43 und 40,52°/, 
Schmelzp. 182—184?°. 

22 g Chlorid wurden in Wasser gelést, mit Natronlauge 
und Sodalésung schwach alkalisch gemacht, filtriert und zu 
einer 10°/,igen Liésung verdiinnt. Diese wurde einem 21,5 kg 
schweren Deutschen Schiferhunde im Laufe von 6 Tagen sub- 
kutan eingespritzt. T'rotz Auftreten der bekannten Ersclii- 
nungen (vgl. oben) gelang es, den Hund am Leben zu erhalten. 

Der Harn (7 Liter) wurde mit Phosphorwolframsaure ge- 
fallt und die Phosphorwolframate unter Kihlung mit Bary' 
und Kohlensiure in die freien Basen bzw. Carbonate verwan- 
delt. Diese wurden bei 40° und 30—40 mm einige Stunden 
liber Magnesiumoxyd destilliert. Aus dem in Salzsiure aut- 
gefangenen Destillat lieB sich etwas Trimethylamin als Chlor- 
aurat isolieren (10 mg = ?/, °/,0). 

6,770 mg Substanz gaben 3,305 mg Au. 


C,H,,AuCl, Ber. Au 49,41°/, 
Gef. ,, 48,82 


Schmelzp. 225—230°. 
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Nach Takeda’) laBt sich im normalen Hundeharn '‘I'ri- 
methylamin nicht nachweisen. 

Der Destillationsriickstand wurde vom ungelésten Magne- 
siumoxyd abfiltriert, das in Lésung befindliche Magnesium mit 
Ammoniumphosphat entfernt, die iiberschiissige Phosphorsaure 
mit Baryt, das tiberschiissige Barium mit Kohlensiiure. Diese 
Lésung der freien Basen wurde nach dem Eindampfen mit 
Alkohol von viel Anorganischem befreit, ebenso die daraus ge- 
wonnenen Chloride. Diese wurden dann mit Goldchloridchlor- 
wasserstofisiure gefallt: Aurat I (30 g = 40°/,). 

Aus der Mutterlauge von Aurat I kam bis zum nichsten 
lage noch ein groSkrystallines Chloraurat heraus: Aurat II. 

Aurat I erwies sich nach der Reinigung als y-Butyro- 
hetaincbloraurat. 

16,980 mg Substanz gaben 6,915 mg Au. 

C,H,,NO,AuC], Ber. Au 40,65°), 
Gef. ,, 40,72 
Schmelzap. 182—184°. 

Um die Frage zu entscheiden, ob auch hier Tetramin 
darin enthalten ware, wurde es wie im ersten Versuch wieder 
ins Chlorid verwandelt. Dieses wurde aus Alkohol umkry- 
stallisiert. Die nach Abtrennung von drei Fraktionen in der 
letzten Mutterlauge bleibenden Chloride wurden wieder in die 
Chloraurate verwandelt, waren jedoch nur y-Butyrobetain. 
l'etramin lieB sich nicht nachweisen. | 

Das Aurat II war zum gréBten Teil Carnitinithylester- 
chloraurat (vermischt mit Carnitinchloraurat). 


12,210 mg Substanz gaben 4,595 mg Au. 

C,H,,NO,AuCl, Ber. Au 37,26, (O)-Athyl 5,49°/, 
Gef. ,, 37,63 is 4,44 
Schmelzp. 95—97°. 

Durch das Ausziehen des Chlorides mit Alkohol war also 
eine Veresterung des Carnitins eingetreten. Es wurde als 
Chlorid zur Verseifung mit Salzsiure eingedampft und wieder 
ins Chloraurat verwandelt. 


7,670 mg Substanz gaben 3,005 mg Au. 
12,630 mg ” » 4,980 mg Au. 
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C,H,,NO,AuCl, Ber. Au 39,35°/, 
Gef, ,, 39,18, 39,43°/, 
Schmelzp. 152—-153°.. Nach Krimberg schmilzt das Carnitin bei 151 
bis 154°, nach Tomita und Sendju bei 155°. 

Auch aus den Mutterlaugen von Aurat I lieB sich noch 
Carnitin auf folgende Weise gewinnen: Die Chlorauratmutter- 
laugen wurden im heizbaren Exsiccator bei 40° und 20 mm 
auf ein Drittel bis ein Viertel ihres Volumens eingeengt und 
dann in eine Kaltemischung gesetzt. Die auskrystallisierten 
Chloraurate werden lufttrocken in mehr als der nétigen Menge 
heiBen Alkohols gelést und dann mit Ather versetzt. 7-Butyro- 
hetainchloraurat fallt aus, Carnitinchloraurat bleibt, wenn man 
nicht allzu viel Ather nimmt, in Lésung. Nach einmaligem 
Umkrystallisieren ist es rein. 

14,270 mg Substanz gaben 5,610 mg Au. 


C,H,,NO,AuCl, Ber. Au 89,35, 
Gef. ,, 39,81 


Schinelzp. 150—152°. Von dem so gewonnenen Carnitinchloraurat wurden 


0,49966 g mit Schwefelwasserstoff zersetzt und die Chloridlésung bei 
50—60° fast bis zur Trockne eingedampft. Der Riickstand, der nocli 
etwas Salzsiiure enthielt, wurde in so viel Wasser gelést, daB die Lisung 
2,74691 g wog und ein spez. Gewicht d = 1,020 hatte. In einem 10 cm- 
Rohr drehte die Lésung die Ebene des polarisierten Lichtes bei 19° um 
— 1,40°. Daraus ergibt sich, da das verwendete Chloraurat einer Chlorid- 
inenge von 0,19693 g entspricht: 


[a}},° = — 19,15° (in etwa 7°/,iger Lésung). 
Krimberg'’) gibt fiir eine 4°/,ige Lisung — 24,1° 
und spiiter » » 207) 4me m — 20,91° an, 
Tomita und Sendju') — 20,98" 
fiir das synthetische Produkt in ungefiihr 1°/,iger Lésung. 


II, Crotonbetain. 

4 g Crotonbetainchlorid (synthetisch®) wurden in Wasser 
gelést, mit Natronlauge und Natriumcarbonat schwach alka- 
lisch gemacht und zu einer 5°/,igen Lésung verdiinnt. Diese 
wurde im Laufe eines halben Tages einem 12!/, kg schweren 
Hunde subkutan gespritzt. Der bis zum zweiten Tage nacl 
Beendigung des Versuchs gesammelte Harn wurde mit Phos- 


phorwollframsiure gefallt. Die aus den Phosphorwolframaten 
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gewonnenen freien Basen bzw. Carbonate wurden mit Methanol 
von einem Teil der anorganischen Carbonate betreit, ebenso 


I die aus diesen erhaltenen Chloride. Diese wurden dann mit 
Tierkohle gekocht und in die Chloraurate verwandelt. Die 

ch Chloraurate erwiesen sich als reines Crotonbetainchloraurat, 

er das Kaliumpermanganat in der Kilte entfiirbte. 

mM 14,340 mg Substanz gaben 5,820 mg Au. 

nd 7,930 mg “ 8,220 mg Au. 

en C,H,,NO. AuCl, Ber. Au 40,81°/, 

ge Gef. ,, 40,59 und 40,61°/, 

r0- Schmelzp. 212—214° (u.) Menge des zuriickgewonnenen Croton- 

- betains: 3,5 g Chloraurat = 33°/). 

- Aus der sich selbst iiberlassenen Mutterlauge der letzten 


Fraktion des Crotonbetainchloraurates krystallisierte nach 
langerer Zeit ein Chloraurat in groBen dunkelgelben Prismen 
aus, neben kleinen krystallinem und hellgelbem Crotonbetain- 
chloraurat. Die groBen Krystalle wurden mit der Pinzette 


t herausgesucht (etwa 20—30 mg = 0,2°/,), mit Alkohol—Ather 
mn von noch anhaftendem Crotonbetainchloraurat getrennt (wie 
ase oben fiir 7-Butyrobetainchloraurat beschrieben) und einmal aus 
1n- verdiinnter Salzsiure umkrystallisiert. 
m0 4,685 mg Substanz gaben 1,855 mg Au. 
wl C,H, ,NO.,AuCl, Ber. Au 39,35 
Gef. ,, 39,59 
Schmelzp. 149—151° (u.). 
III. Carnitin. 
Von 8 g Carnitinchlorid wurde eine 10°/,ige schwach 
alkalische Lésung hergestellt und diese einem Hunde von 
15 kg Gewicht im Laufe von 2 Tagen unter die Haut ge- 
er spritzt. Der bis zum zweiten Tag nach Beendigung des Ver- 
a suches gesammelte Harn (1 Liter) wurde mit Phosphorwolfram- 
se siure gefallt. Die Phosphorwolframate wurden in die freien 
en Basen bzw. Carbonate und dann in die Chloride verwandelt. 
ch off Diese wurden nach Befreiung von anorganischen Chloriden und 
\S- Kreatinin in alkoholischer Lésung mit Platinchlorid gefallt. 






Nach Abtrennung der in Wasser schwer lislichen Chloroplati- 
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nate wurde der in Wasser leicht lésliche Teil iiber die Chlo- 
ride in die Chloraurate verwandelt: 3 g = etwa 30°/,. Diese 
wurden aus verdiinnter Salzsiiure umkrystallisiert. 


16,605 ng Substanz gaben 6,570 mg Au. 


C,H,,NO,AuCl, Ber. Au 89,35°/, 
Gef. ,, 39,57 


Schmelzp, 151—153°. 

Aus der Mutterlauge des Chloraurates konnte auBer dem 
des Carnitins noch ein anderes Chloraurat gewonnen werden, 
das in Blattchen krystallisierte und sich als Methylguanidin- 
chloraurat erwies. 

13,020 mg Substanz gaben 6,245 mg Au. 

C,H,N,AuCl, Ber. Au 47,74°, 
Gef. ,, 47,96 
Schmelzp. 195 —200° (statt 198—200°). 


Die Entstehung des Carnitins haben Engeland und 
Kutscher?*) auf das EiweiBmolekiil zuriickzufiihren versucht. 
Sie stellten sich vor, daB durch Decarboxylierung der Gluta- 
minséure wie bei der Fiulnis [D. Ackermann” )] y-Amino- 
buttersiure entstiinde, die dann ihrerseits durch erschépfende 
Methylierung in y-Butyrobetain iibergehen wiirde. Diese: 
letzten Kérper betrachteten sie als die Muttersubstanz des 
Carnitins. Eine Oxydation des y-Butyrobetains zu Carnitin 
ist nach meinen Versuchen im Siugetierkérper jedenfalls 


méglich. 


‘Zusammenfassung. 


1. 7-Butyrobetain, Crotonbetain und Carnitin treten nac’: 
subkutaner Verabreichung zu einem groBen Teil unverandert 
im Harn wieder auf. 

2. Kin Teil des y-Butyrobetains wird im Tierk6érper zu 
Carnitin oxydiert. 

3. Das nicht wieder ausgeschiedene Crotonbetain wird 
gleichfalls zu Carnitin umgewandelt, jedoch in geringerem Mabe 
ais 7-Butyrobetain. 








Sc 
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4, y-Butyrobetain und Crotonbetain entfalten eine 


schwache curaredébnliche Wirkung, die bei hohen Dosen zum 
Tode fihrt. 


Carnitin ist ungiftig. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft bin ich 


fiir eine Beihilfe zu dieser Arbeit zu aufrichtigem Danke ver- 
pflichtet. 


bo 
° 


-1 
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Carnitin, Crotonbetain und ;-Butyrobetain bei der Faulnis. 
Von 


Wilhelm Linneweh. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wurzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Dezember 1928.) 


Uber das Verhalten von Betainen bei der Fiulnis liegen 
bereits Untersuchungen vor, die erwiesen haben, daB diese 
Kérper gegen die Kinwirkung von Saprophyten sehr wider- 
standsfiihig sind. So fand D. Ackermann!) bei der Faulnis 
des Stachydrins und der Ammoniumbasen des Trimethylserins 


und Hexamethylornithins itiber 90°/, der Ausgangssubstanz 
wieder, vom Methylbetain der Dimethylglutaminsiure 86,5°/). 
Ferner konnte Thie] mann’) bei Trigonellinfiulnis 80°/, wieder- 
gewinnen. Auch das gewoéhnliche Betain widersteht der Faulnis 
weitgehend [Ackermann ’)’)]. 

Wenn ich mit Carnitin und Crotonbetain die gleichen 
Versuche machte, so geschah dies, weil hier die sekundire 
Alkoholgruppe des Carnitins und die Doppelbindung des Cro- 
tonbetains der Fiiulniswirkung einen besonderen Angriffspunkt 


geben kénnten. 


I. Carnitinfaulnis. 
20 g Carnitinchloraurat wurden mit Schwefelwasserstofl 
in die Chloride verwandelt, diese zur Entfernung der freien 
Salzsiure noch mehrmals mit etwas Wasser eingedampft und 


') D. Ackermann, Zs. f. Biologie, Bd. 64, S. 44 (1914). 
*) Ff. Thielmann, Zs. f. Biologie, Bd. 81, S. 208 (1924). 
*) A. Kohlrausch, Dissertation, Marburg 1911, S. 17. 
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mit Natronlauge neutralisiert, so daB ungefihr 4 g Natrium- 
chlorid entstanden. Zur Lésung wurden dann noch hinzugefiigt: 
5g Traubenzucker, 2g Pepton Witte, Spuren von Magnesium- 
sulfat und Natriumphosphat. Das Ganze wurde schwach alkalisch 
gemacht, auf ein Liter aufgefiillt, mit einer faulen Pankreas- 
flocke geimpft und, mit einem Giarréhrchen verschlossen, bei 
einer Temperatur von 35—40° gehalten. Es trat lebhafte 
Gasentwicklung ein, die Lésung triibte sich und wurde sauer. 
Diese Saéuerung wurde immer wieder mit etwas Sodalésung 
riickgingig gemacht. 

Nach drei Wochen wurde die Fliissigkeit iiber Magnesium- 
oxyd bei 40° und 30—40 mm Druck einige Stunden destilliert. 
Das in Salzsiiure aufgefangene Destillat wurde nach dem Kin- 
dampfen ins Chloraurat verwandelt und erwies sich nach dem 
Umkrystallisieren als Trimethylaminchloraurat (190 mg = 1,2°/,). 

9,040 mg Substanz gaben 4,485 mg Au. 

C,H,,NAuCl, Ber. Au 49,41°/, 
Gef. ,, 49,61°/, Schmelzp. 236° (Zersetzung). 

Der Destillationsriickstand wurde mit Ammoniumphosphat 
von Magnesium befreit und eingedampft. Es lieBen sich 6 g 
Chlorid isolieren. 

10,000 mg Substanz gaben 0,6507 com N, t = 18°, p = 741 mm. 


16,810 , ,, ,» 11299 , , » 220% , = 148 
C,H,,NO,Cl Ber. N 7,72°/, 
Gef. ,, 7,44°/,, 7,66°/, Schmelzp. 208°. 


Ks lag also reines 7-Butyrobetainchlorid vor. 

Aus der Chloridmutterlauge und dem in Alkohol leicht 
léslichen Teil des Chlorides wurde nochmals ;-Butyrobetain 
als Chloraurat (2,4 g) ausgefillt. 


32,265 mg Substanz gaben 13,020 mg Au. 
C,H,,.NO,AuCl, Ber. Au 40,65°), 
Gef. ,, 40,35°/, Schmelzp. 180°. 


Die Gesamtausbeute betrug 95°). 


II. Crotonbetainfaulnis. 
2 g Crotonbetainchlorid, 2,5 g Traubenzucker, 1g Pepton 
Witte, Spuren von Natriumphosphat, Magnesiumsulfat und 
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Kisenchlorid wurden in '/, Liter Wasser gelést, mit Natronlauge 
schwach alkalisch gemacht und mit einer faulen Pankreasflocke 
geimpft. Die Flissigkeit wurde unter Luftabschlu8B 2 Wochen 
bei 35—40° gehalten, dann 4 Monate bei Zimmertemperatur. 

Die Destillation, die wie bei der Carnitinfaulnis ausgefiihrt 
wurde, ergab Spuren von Trimethylamin. Dieses lieB sich aber 
nur durch die Farbenreaktion von Tsalaptani?) nachweisen. 

Der Destillationsriickstand, der wie oben aufgearbeitet 
wurde, enthielt ebenfalls y-Butyrobetain in einer Ausbeute von 


etwa 70°). 
12,820 mg Substanz gaben 5,180 mg Au 
14,670 ,, . » 5,960, ,,. 


C,H,,NO,AuCl, Ber. 40,65°/, 
Gef. 40,41°/,, 40,63°/, Schmelzp. 188°. 


Ks sei hier noch erwahnt, daB als Leerversuch eine Pepton- 
faulnis unter denselben Bedingungen ausgefiihrt wurde. Tri- 
methylamin lieB sich nicht nachweisen, auch nicht mit der 
Farbenreaktion von Tsalaptani (a. a. O.). 

Somit war sowohl Carnitin wie Crotonbetain durch die 
Faulnis zu y-Butyrobetain reduziert worden. Aus der in 
beiden Fallen ziemlich hohen Ausbeute an y-Butyrobetain 
konnte man auf eine starke Widerstandsfihigkeit dieser Base 
gegen die Saprophytenwirkung schlieBen, so daB ein besonderer 
Faulnisversuch mit y-Butyrobetain unterlassen wurde. 

Ob bei der Faulnis des Crotonbetains zu y-Butyrobetain 
sofort Wasserstoff an der Doppelbindung eintritt oder zuerst 
unter Wasseraddition als Zwischenprodukt Carnitin entsteht, 
welches dann in einer zweiten Phase durch Reduktion seine 
Hydroxylgruppe verliert, lieB sich nicht entscheiden. Fiir die 
zweite Auffassung kann aber eine Beobachtung von Helmut 
Miller?) angefiihrt werden. Er stellte fest, daB bei der Faulnis 
der Pflanzenbase Galegin (Isoamylenguanidin) unter Wasser- 
eintritt Oxydihydrogalegin entsteht. 





') L. Tsalaptani, Bull. de la soc. de Steinte din Bucaresci, Tom. 16, 
p- 67—69 (1907). Zitiert nach Guggenheim, Die Biogenen Amine 


2. Aufl., S.52, Springer, Berlin 1924. 
®) H. Miller, Zs. f. Biologie, Bd. 83, S. 239 (1925). 
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Nach diesen Versuchen ist es auch verstindlich, warum 
Brieger?) die spater als y-Butyrobetain erkannte Base als 
ein Faulnisprodukt des Pferdefleisches finden konnte; denn es 
kann keinem Zweifel unterliegen, daB auch hier das urspriinglich 
vorhandene Carnitin im Laufe der Fiiulnis zu y-Butyrobetain 
reduziert wurde. 

Versuche iiber die Kinwirkung anderer Mikroorganismen 
auf die Betaine sind im Gange. 


Die Durchfiihrung der Arbeit wurde mir durch Mittel der 
Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft ermdglicht. 


!) L. Brieger, Uber Ptomaine, Bd. 3, 8.27. Hirschwald, Berlin 1886. 
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Uber das Pyocyanin, den blauen Farbstoff des Bacillus 
Pyocyaneus. 


IV. Die Konstitution und Synthese des Pyocyanins. 
Von 


Fritz Wrede und Erich Strack. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Greifswald. ) 


(Der Redaktion zugegangen am ‘%. Dezember 1928.) 


In friiheren Untersuchungen zeigten wir, daB das Pyocyanin, 
das intensiv blau gefarbte Stoffwechselprodukt des Bacillus 
Pyocyaneus, ein Derivat des Phenazins ist.') Damit wurde 
zum ersten Male das Phenazin-Ringsystem in einem Natur- 
produkt nachgewiesen. Verschiedene Gesichtspunkte waren mab- 
gebend fiir die weiteren Untersuchungen, die in der vorliegen- 
den Arbeit beschrieben werden: Einmal sollte der Farbstoff 
in bezug auf seine EKigenschaften mit den in der Technik in 
groBem MaBstabe dargestellten Phenazinderivaten verglichen 
werden (Induline und Safranine, auch die neuerdings so be- 
kannt gewordenen Indanthrene); dann sollte versucht werden, 
den Weg zu iiberblicken, der zur biologischen Synthese des 
Pyocyanins fihrt (wissen wir doch, daB der Bacillus Pyocyaneus 
seinen Farbstoff aus ganz einfachem Baumaterial bilden kann, 
z. B. aus Milchsiure und anorganischen Substanzen?); endlich 
war die Frage zu beantworten, welche Aufgabe der Farbstoff 
(der so leicht Wasserstoff aufnimmt und abgibt), im Lebens- 
prozeb seines Erzeugers oder auch in dem des Wirtes, aut 
dem er schmarotzt, spielt. — Die Kigenschaften und Wir- 


') Diese Zs. Bd. 140, S. 1 (1924); 142, S. 108 (1925); 177, S. 177 
(1928). 
*) Diese Zs. Bd. 177, S. 182 (1928). 
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kungen eines Stoffes sind eng verkniipft mit seiner chemischen 
Konstitution, ihre Kenntnis ist notwendig, wenn seine Ent- 
stehung, sel es im Organismus oder im Reagenzglas, studiert 
werden soll, Die Konstitutionsaufklarung des Pyocyanins ist 
somit die notwendige Vorbedingung fiir weitere biologische 
Untersuchungen in der angedeuteten Richtung. 

Die Grundlage fiir die Aufstellung einer Konstitutions- 
formel ist die Festlegung der Summenformel. Beim Pyocyanin 
war diese Grundlage nicht ganz einfach zu schaffen wegen 
seiner Schwerverbrennlichkeit und wegen der Ahnlichkeit der 
Kohlenstoff- und Wasserstoffwerte bei mehreren zur Jis- 
kussion stehenden Formeln. Wir hatten friiher die Formel 
(,,H,,N,0, angenommen. Durch zahlreiche Analysen des 
Pyocyanins und seiner Salze wird jetzt die Formel endgiiltig 
zu C,,H,.N,O, festgelegt.') — Wie wir seinerzeit schon mit- 
teilten, krystallisiert das Pyocyanin in schwarzblauen Nadeln, 
es lést sich nur wenig in Wasser, die Liésung ist intensiv 
blau gefirbt. Mit Siuren entstehen rotgefiirbte Salze, es ist 
eine zweisiurige Base. — Wird Pyocyanin in Wasser gelist 
und mit Alkali versetzt, so wird dadurch — wenigstens inner- 
halb von Minuten — keine Farbinderung bewirkt. Hierdurch 
wird das Vorhandensein einer Carboxylgruppe oder einer 
phenolischen Hydroxylgruppe unwahrscheinlich gemacht. Der 
exakte Nachweis von Carbonylgruppen scheiterte daran, dab 





1) Die Bestimmung des Molekulargewichts stieB auf nicht unerheb- 
liche Schwierigkeiten, wie frither schon erwihnt wurde [Wrede und 
Strack, Diese Zs. Bd. 140, S. 5 (1924)]: In allen untersuchten Lésungs- 
mitteln ist Pyocyanin zu wenig léslich auBer in Chloroform, in dem aber 
beim Sieden Zersetzung erfolgt. (Merkwiirdigerweise list sich Pyoeyanin 
in Bromoform, das fiir eine Gefrierpunktsbestimmung geeignet ist, sehr 
wenig). Es wurde versucht, eine Molekulargewichtsbestimmung in sieden- 
dem Alkohol vorzunchmen. Die Werte waren schwankend, pabten aber 
der GréBenordnung nach immerhin fiir die oben angefiihrte Forme). 
Die friiher von uns geiibte Methode (1. ¢.), das Molekulargewicht einer 
Base nach der Gefrierpunktsmethode in Eisessig zu bestimmen, wurde 
mehrfach wiederholt; die Werte paB8ten hier sehr gut fiir C,,H,.N,O,. 
In Eisessig ist die Base leicht unter Bildung des Acetats lislich, mit 
lessen Dissoziation auf Grund fritherer Beobachtungen nicht gerechnet 
zu werden braucht. 
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das Pyocyanin mit den hierzu gebriiuchlichen Reagenzien sich 
zersetzt (verwandt wurde: Hydrazin und mehrere Substitutions- 
produkte desselben, Semicarbazid, Thiosemicarbazid und Hydro- 
xylamin). — Wihrend das Pyocyanin gegen Sauren auch in 
der Wiarme sehr widerstandsfihig ist, ist es iiberaus leicht 
spaltbar durch Alkalien, wenigstens bei Zutritt von Luftsauerstoff: 
Schon bei Zimmertemperatur erfolgt ziemlich rasch Zerlegung 
in ¢-Oxyphenazin (Hemipyocyanin) von der Formel I. Von diesem 
lassen sich 80°/, des Gewichtes vom Pyocyanin isolieren, Da 
bei der Bildung von 2 Molekiilen C,,H,N,O aus 1 Molekiil 
C,,H,,N,O, der Theorie nach etwa 93°/, des ersten Kérpers 
entstehen, miissen somit 2 Molekiile a@-Oxyphenazin im Pyo- 
cyanin vorgebildet sein. Bei der geschilderten Spaltung wird 
Luftsauerstoff verbraucht und zwar pro Molekil Pyocyanin etwa 
3 Atome. Wird als Oxydationsmittel statt Luftsauerstoff Wasser- 
stoffsuperoxyd .erwandt, so liBt sich neben e«-Oxyphenazin 
auch noch Ameisensiure isolieren.') AuBer dieser wurden keine 
anderen Saiuren gefunden. — Bei der Behandlung mit Jod- 
wasserstofisiure nach Zeisel entsteht aus Pyocyanin langsai 
Jodmethyl. Durch Steigerung der Temperatur (Methylimid- 
bestimmung) bilden sich weitere Mengen Jodmethyl, im ganzen 
so viel, wie zwei Methylgruppen entspricht. 

Bei der Acylierung des Pyocyanins in alkalischer 
Liésung entstehen nur Derivate des «-Oxyphenazins. Auch mit 
Kssigsiureanhydrid oder Benzoylchlorid bei Gegenwart vou 
Pyridin bilden sich Acylprodukte des ¢-Oxyphenazins. Acy!- 
derivate des unzersetzten Pyocyaninmolekiils lassen sich selbst 
bei AusschluB von Sauerstoff nicht gewinnen. Die Kinfihrung 
von Kssigsiureresten gelingt jedoch in saurer Lésung mit 
Kssigsiiureanhydrid und konzentrierter Schwefelsiure. Es ent- 
steht ein bei saurer Reaktion gut haltbares und auffallig leicht 
in Wasser lésliches Produkt, das schén krystallisierte Salze. 
z. B. mit Pikrinsiure, Gold- und Platinchlorwasserstoffsiure, 
von der Formel C,,H,,N,O,(CH,CO), (ac), gibt (ac = einbasische 


26°" 18" 4 


!) Blindversuche ergaben, da8 die Ameisensiiure unter gleiche! 
Bedingungen nicht etwa aus a-Oxyphenazin entsteht. 














Uber das Pyocyanin, den blauen Farbstoff des Bacillus Pyocyaneus. 6] 


Siure). Eigentiimlich fiir die Verbindung ist, daB sie durch 
freie Basen (nicht durch Carbonate) blitzartig unter Bildung 
von Pyocyanin zerfallt. Ks kann sich also kaum um eine der 
iiblichen Bindungsarten der Acetylgruppe handeln. 

Pyocyanin la8t sich leicht zu einer farblosen Verbindung 
reduzieren, die sich mit Sauerstoff bei Gegenwart von Alkali 
sofort wieder in Pyocyanin zuriickverwandelt. Bei der Hy- 
drierung mit Platin und Wasserstoff werden — auch unter 
Verwendung verschiedener Lisungsmittel — immer 4 Wasser- 
stoffatome vom Pyocyaninmolekiil aufgenommen. Wiihrend 
das Pyocyanin ziemlich schwer in Wasser lislich ist, auch 
sich in Alkali nicht besser als in Wasser lést, ist das 
hydrierte Pyocyanin, dessen Léslichkeit in Wasser zwar 
auch gering ist, in Alkali sehr leicht ,ldslich; aus der 
alkalischen Liésung wird es durch Siiuren. wieder gefillt. 
Das bisher nicht krystallisierende hydrierte Pyocyanin ist 
auBerordentlich empfindlich gegen Sauerstoff, seine Unter- 
suchung ist nur bei voélligem AusschluB von Luft méglich. 
Trotz dieser unerfreulichen Eigenschaften kénnen aber doch 
zuverlissige Molekulargewichtsbestimmungen mit dem _ redu- 
zierten Pyocyanin ausgefiihrt werden: Das Pyocyanin wird in 
den mit Eisessig beschickten Beckmannapparat gegeben und 
in diesem im Wasserstoffstrome mit Platin reduziert. Nach 
Yornahme einiger — iibrigens der GréBenordnung nach un- 
wesentlicher Korrekturen — werden so Werte gefunden, die 
zeigen, daB das Hydrierungsprodukt nur noch das halbe 
Molekulargewicht des Pyocyanins hat. — Ebenso wie 
Pyocyanin 1aéBt sich die obenerwihnte Essigsiiureverbindung, 
die mit Essigsiureanhydrid und Schwefelsiure gewonnen war, 
hydrieren. Auch hier werden 4 Wasserstoffatome aufgenommen. 
Das hydrierte Produkt krystallisiert sehr schén, Analyse und 
Molekulargewichtsbestimmung zeigen, daB ihm die Formel 
C,,H,,N,O, = C,,H,,N,O(CH,CO) zukommt. Bemerkenswert ist 
folgendes: Vor der Hydrierung war das Derivat in ange- 
siuertem Wasser leicht léslich, bildete selbst mit schwachen 
Siuren Salze und war durch Alkali blitzschnell verseifbar; 
nach der Hydrierung list es sich in Wasser kaum mehr, da- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXI. o 
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gegen lést es sich leicht in Alkalien, aus welcher Lésung es 
durch Saéuren unveriindert wieder gefillt wird. (Erwihnt werden 
mag, daB der hydrierte Kérper mit Diazomethan unter Bildung 
eines in Alkali nicht mehr léslichen Produktes reagiert). Der 
basische Charakter ist bei der hydrierten Substanz kaum noch 
angedeutet; nur mit konzentrierten Siuren erfolgt Loésung, 
wobei allerdings gleich Verseifung eintritt; die Verseifungs- 
geschwindigkeit durch verdiinntes Alkali ist jetzt sehr gering. - 
Wird das hydrierte Acetylprodukt durch kurzes Auf- 
kochen mit konzentrierter Salzsiure verseift, dann 
vorsichtig alkalisch gemacht, so entsteht in sehr 
guter Ausbeute Pyocyanin. 

Wir versuchen nun, diese Befunde zu diskutieren: 

Im Pyocyanin —C,,H,,N,O,— sind 24 Kohlenstoffatome 
in Form von 2 Phenazinringen gebunden, die restlichen 2 Kohlen- 
stoffatome sind offenbar nicht miteinander verkniipft (Bildung 
von Jodmethyl und von Ameisensiure). Da Pyocyanin 2 Mole- 
kiile @-Oxyphenazin und 2 Methylgruppen liefert, ist mit der 
Wahrscheinlichkeit zu rechnen, daB das Molekil symmetriscl 
gebaut ist. — In den Phenazinringen kann in e@-Stellung je 
1 Sauerstoffatom angenommen werden (¢-Oxyphenazinbildung. 
Die Sauerstoffatome miissen so gebunden sein, daB sich bei 
der Reduktion aus ihnen Hydroxylgruppen bilden kénnen 
(Liéslichkeit des Reduktionsproduktes in Alkali), ohne dah 
kohlenstoffhaltige Gruppen entfernt werden [C,,H],,N,O, gibt 
2 C,,H,,N,(OH)]. Die Gruppierung =C—O—CH, —N= wird u.a. 
durch die Bildung von Jodmethyl (nach Zeisel) unwahrschein- 
lich gemacht.!) — Die befriedigendste Annahme ist die, daB 2 CO- 
Gruppen im Pyocyaninmolekiil vorliegen. Durch die dann not- 
wendige chinoide Bindung wird auch der Farbcharakter erkliirt. 
Das Geriist des halben Pyocyaninmolekiils wire danach ent- 
sprechend Formel II anzunehmen. Bei dieser Annahme miissen 


') Bei der Hydrolyse einer Bindung dieser Art oder auch solcher, 
wo die CH,-Gruppe sich zwischen 2 0- oder N-Atomen befindet, miiBte 
sich Formaldehyd bilden. Aus ihm entsteht nach der Zeiselmethode 
kein Jodmethyl, wie wir bei der Priifung an Piperonal (~O—CH,—0O- 
Bindung) und Urotropin (—N—CH,—N-Bindung) feststellen konnten. 
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. die zwei im Pyocyanin auBerhalb der Phenazinringe vorhandenen 
. Kohlenstoftatome an Stickstoff haften. Diese Vorstellung ist zu- 
5 erst tiberraschend, weil relativ leicht aus dem Pyocyanin- 
. molekiil Methylgruppen freigemacht werden kénnen, die sonst 
h _ iibliche Haftfestigkeit des Methyls am Stickstoff also nicht vor- 
$ handen ist (Spaltung durch Alkali—Sauerstoff, Spaltung durch 


7 Jodwasserstoff!). Diese ungewéhnliche Labilitat ist aber friiher 
schon von O. Fischer und auch von Kehrmann!) bei alky- 
lierten Phenazinderivaten beobachtet worden. Somit kann die 

' Bindung von 2 Methylgruppen an 2 Stickstoffatome nicht ab- 

gelehnt werden. (Kine NCH N< Gruppierung scheint von 

vornherein so unwabrscheinlich, daB ihre Diskussion sich er- 

. iibrigt). 

Falls unsere Annahmen richtig sind, dann muf das ,,redu- 
zierte Pyocyanin“, das ja das halbe Molekulargewicht des 
Pyocyanins zeigt, Formel III entsprechen. 2 Molekiile dieses 
Koérpers wiirden durch Oxydation (Abgabe von 4 Wasserstoff- 
atomen) Pyocyanin (Formel IV) zuriickbilden.?) 

Ks wurde nun versucht, eine Verbindung entsprechend 
Formel III zu synthetisieren. Dazu wird das von uns friiher 
synthetisch dargestellte @-Oxyphenazin einige Minuten mit 
: Methylsulfat erwirmt. Es bilden sich Krystalle von der 
) Formel C,,H,,N,O,S (Formulierung entsprechend VI). Werden 
| diese in Wasser gelést und mit Alkali versetzt, so 

| bildet sich in fast quantitativer Ausbeute ein Korper, 

der durch sein charakteristisches Aussehen, seinen 
Schmelzpunkt und die Analysen als durchaus iden- 
tisch mit dem natiirlichen Pyocyanin erkannt wird. 

Kehrmann hat Salze des ,,Methylprasindons“ synthetisch 
bereitet und fiir diese die Formel X angenommen.*) Diese 
den Salzen des Pyocyanins isomeren Verbindungen haben mit 


1) O. Fischer und Franck, Chem. Ber. Bd. 26, S. 180 (1893); 
Kehrmann, Chem. Ber. Bd. 46, S. 346 (1923). 

*) Auch eine Formulierung entsprechend V ist méglich. Zwischen 
beiden Mdglichkeiten soll durch weitere synthetische Versuche ent- 
schieden werden. 

*) Kehrmann u. Cherpillod, Helv. chim. uct. VII, 973, 1924. 


r* 
v 
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Natriumcarbonat eine wirksame Lésung, in der Kehrmann 
das Hydrat des Methylprasindons (Formel XI) vermutet, Uns 
erscheint es wahrscheinlich, daB diese violettblaue Verbindung 
analog konstituiert ist wie das Pyocyanin. Das von uns fiir 
dieses gefundene Molekulargewicht fordert, daB 2 Phenazinringe 
miteinander verbunden sind. Jedenfalls sind es Valenzen der 
Stickstoffatome, die diese Bindung bewirken. Das Pyocyanin 
wiirde danach folgende Konstitution haben’): 


CH, 

Die Existenz von fiinfwertigem Stickstoff, bei dem eine 
Valenz die iibliche dissoziable Gruppe nicht trigt, ist ja auf 
Grund anderer Beobachtungen nicht von der Hand zu weisen.”) 

Die Eigenschaften und Reaktionen des Pyocyanins lassen 
sich durch die aufgestellte Formel zwanglos erkliren: 

1. Die starke Firbung (chinoide Bindungen), 

2. Die Oxydation unter Bildung von «-Oxyphenazin und 
Ameisensiure. 

3. Die Entstehung von Jodmethyl durch Jodwasserstoii. 


') Vielleicht besteht auch ein Gleichgewichtszustand zwischen der 
mono- und dimolekularen Form, indem die Wertigkeit der Stickstot!- 
atome sich entsprechend der von Wieland [{z. B. Liebigs Ann. d. Chem. 
Bd, 381, 5. 200 (1911)] angenommenen Radikaldissoziation andert. 

*) Vgl. z. B. Meisenheimer, Chem. Ber. Bd.59, S. 1848 (1926), der 
N-Oxyde des Pyridins und Chinolins gewann; diese Oxyde sind ziein- 
lich bestindige Kérper von neutraler Reaktion. — Wihrend der Druck 
legung vorliegender Arbeit erscheint eine Abhandlung von W. Schneider 
(Chem. Ber. Bd. 61, S. 2445 (1928)], in der eine Doppelbindung zwischen 
2N-Atomen, von denen eins einem Pyridinring angehérend fiinfwerti- 
ist, diskutiert wird. 
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4. Die Aufnahme von 4 Wasserstofiatomen: Bildung eines 
« Oxy-N-methyl-dihydrophenazins, das sich wegen seiner pheno- 
lischen Hydroxylgruppe in Alkali list und das leicht wieder 
oxydierbar ist (Formulierung VII). 

5. Die Reaktion des Pyocyanins mit Essigsiureanhydrid 
und Schwefelsiure: Es diirfte das Salz einer quaterniren 
Ammoniumbase entsprechend Formulierung VIII entstehen. 
Diese Formel erklirt die leichte Léslichkeit in verdiinnten, 
auch schwachen Saéuren und die ungewodhnlich schnelle Ab- 
spaltung von Kssigsiiure durch Alkalien. Bei der Hydrierung 
nimmt dieser Kérper 2 Wasserstoffatome auf unter Bildung 
des @-Oxy-N-methyl-N’-acetyl-dihydrophenazins (Formel IX), 
Dieses ist als normales Acetylderivat des Dihydrophenazins 
ziemlich stabil gegen Laugen, eine phenolische Hydroxyl- 
gruppe bedingt die Lislichkeit in Alkali; es zeigt nur noch 
veringe Basizitéat; mit Diazomethan entsteht die Methoxyver- 
bindung, die nicht mehr in Alkali léslich ist. — 

Anhangsweise mégen hier noch einige Reaktionen Er- 
wihnung finden, die auf Nebenwegen zu der Erreichung des 
vorgesteckten Zieles gefunden wurden: Ks wurde beobachtet, 
daB Phenazin ebenso wie e@-Oxy- und «-Methoxyphenazin bei 
der Hydrierung mit Platin und Wasserstoff 2 Wasserstofi- 
atome aufnimmt. Dihydrophenazin gibt mit Pyridin und 
Senzoylchlorid ein Dibenzoylderivat, ¢-Methoxy-dihydrophenazin 
nimmt mit Essigsiureanhydrid und Pyridin nur eine Acetyl- 
sruppe auf. — Wird Pyocyanin in Pyridin gelést und mit 
Platin und Wasserstoff reduziert, dann mit Benzoylchlorid be- 
handelt, so bildet sich ein Monobenzoylderivat von der Forme! 
C,,H,,N,O(C,H,O). Von diesem werden einige Salze analy- 
siert. — Das friiher beschricbene Acetyl- und Benzoylderivat des 
¢-Oxyphenazins (Hemipyocyanins!) wird nochmals dargestellt. Dic 
scinerzeit angegebenen Analysendaten waren nicht korrekt. Nach- 
jem uns jetzt geniigende Mengen synthetischen Materials zur 
Verfiigung standen, konnten die Formeln richtig gestellt werden, 
zumal wir bei den Analysen auf die Schwerverbrennlichkeit 
der Phenazinderivate Riicksicht zu nehmen gelernt hatten. 


') Diese Zs. Bd. 140, S.12 (1924). 
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Experimentelles, 


Pyocyanin. 
Der Farbstoff wird mit Chloroform aus den Bazillen- 
kulturen — verwandt wurde Ragitbouillon von p,, = 8,0 — 


extrahiert, wie dies friiher beschrieben worden ist.') Nach 
Abdampfen des Chloroforms wird der Riickstand aus heibem 
Wasser umkrystallisiert. Die Krystalle werden im Vakuum 
bei 60° tiber P,O, einige Stunden getrocknet.?) 10 Liter Bouillon 
lieferten etwa 100 mg reinen Farbstoft. 

4,541 mg Substanz gaben 12,35 mg CO, und 1,99 mg H,O. 


7,000 mg - » 19,03 mg CO, ,, 2,96 mg H,O. 
Cog HayNO. (420,2 Ber. C 174,25°/, H 4,80°, 
Gef. ,, 74,17 » 4,90 
yy 14,14 » 4,78 


Molekulargewichtsbestimmungen. 
I, 25,883 mg Substanz gaben in 2 cem Alkohol eine Siedepunkts- 
erhéhung von 0,044°. 
40,585 mg Substanz gaben unter gleichen Verhiltnissen 0,069’. 

II. 0,1188 g Substanz gaben in 8,416 g Eisessig eine Gefrierpunkts- 

erniedrigung von 4 = 0,131°. 
Mol.-Gew. Ber. 420,2 
Gef. 428, 428, 420. 

Das Pyocyanin zeigte die friiher geschilderten Higen- 
schaften, Neuerdings wurde versucht, es zum Nachweis von 
CO-Gruppen mit Hydrazin, Semicarbazid usw. (vgl. S. 60) zur 
teaktion zu bringen. Krystalle, die bei diesen Versuchen isoliert 
wurden, erwiesen sich bei der Analyse z. T. als Rednktions- 
produkte des Pyocyanins. AuBer den Analysen des Pyocyanins 
selbst werden zur Sicherstellung der Summenformel noch die 
des Perchlorats und Chloroplatinats ausgefiihrt: 

1) Diese Zs. Bd. 142, S. 104 (1925). 


*) Von den zahlreichen Analysen mdgen hier nur einige angefulrt 
werden. 
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Pyocyaninperchlorat. Ks entsteht aus einer ver- 
diinnten, essigsauren Lésung des Pyocyanins auf Zusatz von 
Perchlorsiure in schén ausgebildeten Krystallen. 

24,289 mg Substanz brauchten 20,37 cem n/10-Ba(OH), fiir C und 
8,68 eem n/10-Ba(OH), fiir H,") 

19,985 mg Substanz brauchten 16,71 ecm n/10-Ba(OH), fiir C und 
7,28 cem n/10 Ba(OH), fiir H. 

3,824 mg Substanz gaben 0,304 ccm N (750 mm, 17°). 

C,,H,,N,O,-2HCIO, = C,,HyN,Cl,0,) (621,2) 


Ber. C 50,23°/, H 8,57°/, N 9,02°/, 
Gef. ,, 50,33 , 3,60 4» 9,24 
» B0,17 , 267 


Pyocyaninchloroplatinat. Das Salz wird aus einer 
salzsauren Lésung des Pyocyanins durch Zusatz von Platin- 
chlorid in schénen Krystallen gewonnen. 

7,690 mg Substanz gaben 10,60 ng CO, und 1,78 mg H,O uni 


1,791 mg Pt. 
9,103 mg Substanz gaben 12,55 mg CO, und 2,12 mg H,0. 


C,H, )N,O,-H,PtCl, = C,,H,,N,O,PtCl, (830,2) 


Ber. C 87,58°/, H 2,67°/, Pt 28,51°/, 
Gef. ,, 37,60 , 2,59 23,29 
37,60 » 2,61 


Jodwasserstoff und Pyocyanin. 


10,286 ng Pyocyanin gaben 6,730 mg AgJ un. d. Methoxyl-methode 
u. 4,267 4, 4 5) 9, Methylimid- ,, 


In Summa: 10,997 mg AgJ. 
Fiir 2CH,-Gruppen Ber. CH, 7,14°/, 
Gef. 99 |«(3300 
Spaltungen des Pyocyanins. 

a) Mit Alkali-Sauerstoff. 105 mg Pyocyanin (= 3/, Milli- 
mol) werden in 25 ccm kalter 2°/,iger Natronlauge gelést und 
3 age in einer Sauerstoffatmosphire unter gelegentlichem 
Umschiitteln aufbewahrt. Es werden 8,2 ccm Sauerstoff ver- 
braucht, d.h. eine Menge, die einem Verbrauch von dre! 
Sauerstoffatomen pro Molekiil Pyocyanin entspricht. In der 
Fliissigkeit haben sich inzwischen dunkle, amorphe Massen 
abgeschieden (Kondensationsprodukte von Aldehyden?). 

1) Analyse nach Lindner, Zs. fiir anal. Chem. Bd. 66, 8. 305 


(1925). 
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Aus dem Filtrat kann durch Neutralisation mit Essig- 
siure c-Oxyphenazin zur Abscheidung gebracht werden. 
Dieses wird getrocknet und zur Reinigung im Vakuum subli- 
miert. Aus ihm werden die schon friiher einmal dargestellten 
Acetyl- und Benzoylderivate bereitet. 

Acetyl-a-oxyphenazin. Es wird aus «@-Oxyphenazin 
‘oder auch aus Pyocyanin) durch Behandeln mit einem Ge- 
misch von Kssigsiureanhydrid und Pyridin (2:3) gewonnen, 
Die Aufarbeitung erfolgt, wie friiher angegeben.') 

5,690 mg Substanz gaben 14,77 mg CO, und 2,16 mg H,0. 


3,227 mg " - 0,337 cem N (737 mm, 19°). 
C,,H,.N,0, (238,1) Ber. C 70,569, H 4,239, N 11,77°/, 
Gef. ,, 70,80 »» 4,24 ,», 11,84 


Die Substanz bildet hellgelbe Nadeln vom Schmelzp. 123° 
unkorr.). Der Schmelzpunkt liegt also um 3° hoher als 
friher angegeben wurde. 

Benzoyl-a-oxyphenazin. Die Darstellung erfolgt eben- 
falls nach den fritheren Angaben. 

5,500 mg Substanz gaben 15,85 mg CO, und 1,99 mg H,0O. 


3,264 mg - » 0,274 ecm N (737 mm, 19°). 
C,,H,,N,0, (300,1) Ber. C 15,97°/, H 4,03°/, N 9,34°/, 
Gef. ,, 76,12 5» 4,05 »» 9,58 


Das Benzoylprodukt krystallisiert aus Methylalkohol in 
griinlichgelben Nadeln vom Schmelzp. 176° (unkorr.). 

b) Mit Alkali und Wasserstoffsuperoxyd. 0,4 g Pyocyanin 
werden in 50 ccm heiBem Wasser gelést. Zu der heiBen 
Losung werden 1 g Natriumhydroxyd, das in wenig Wasser 
gelést war, und 10 Tropfen Perhydrol gegeben. Nach einer 
Stunde Stehen ist siimtliches Pyocyanin umgesetzt. Es wird 
uit Phosphorsiure neutralisiert, das dabei ausfallende «- 
Oxyphenazin wird abgesaugt. Nun wird mit Phosphorsiure 
stark sauer gemacht und destilliert, solange das Destillat noch 
sauer reagiert. In ihm wird durch die Probe von Fincke?) 
und die von Fenton und Sisson’) Ameisensiure nach- 


1) Diese Zs. Bd. 140, 8. 13 (1924). 
*) Biochem. Zs. Bd. 51, S. 253 (1913). 
8) Chem, Zbl. 1908, I, 8. 1379. 
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gewiesen. Diese Siiure wird auBerdem in folgender Weise iso- 
liert: Das Destillat wird mit einem 'Tropfen Methylrotlésung 
versehen und mit Kalkwasser neutralisiert. Dann wird im 
Vakuum zur Trockne gedampft, der Riickstand wird in etwa 
1/, com Wasser gelést. Das Filtrat wird mit etwa 20 ccm 
Methylalkohol versetzt. Es bilden sich Krystalle vom Aus. 
sehen des Calciumformiats. Diese werden im Vakuum bei 60° 
getrocknet. 

5,480 mg Substanz gaben beim Abrauchen mit Schwefelsiure 
5,700 mg CaSQ,. 


C,H,O,Ca (130,1) Ber. Ca 30,80°/, 
Gef. ,, 30,61 


Acylierung des Pyocyanins. 


Wie erwiihnt, liBt sich Pyocyanin bei alkalischer Reaktion 
nicht unzersetzt acylieren, auch nicht bei Gegenwart von Pyridin. 
Die Kinfiihrung von Essigsiureresten gelingt in folgender Weise: 
Pyocyanin wird in etwa der 20 fachen Menge Essigsiiureanhydrid, 
dem vorher unter Kiihlung etwas konzentrierte Schwefelsiure 
zugesetzt war, gelést. Die Firbung der Lésung wird nach 
kurzer Zeit dunkelgelb. Nachdem die Mischung einige Stunden 
gestanden hat, wird durch Zugabe von Eisstiicken das Essig- 
siureanhydrid zerstért. Das Reaktionsprodukt (Formel VIII 
fillt auch beim starken Verdiinnen mit Wasser nicht aus. In 
saurer Lésung ist es, wie auf 8. 60 erwihnt wurde, bestiindig, 
mit Natronlauge im UberschuB bildet sich sofort eine blau- 
gefiirbte Verbindung, die sich mit Chloroform ausziehen litt 
und sich als Pyocyanin erweist. Diese Verseifung zu Pyocyanin 
erfolgt aber nicht bei sodaalkalischer Reaktion. — Von der 
Acetylverbindung werden mehrere Salze dargestellt. 

Pikrat der Verbindung entsprechend Formel VIII. Die mit 
Wasser verdiinnte schwefelsaure Lésung wird mit waBriger Pikrinsiiure 
versetzt. Nach einigen Stunden krystallisiert das Pikrat in .langen, 
braunrot gefiirbten Nadelu aus. Sie werden abgesaugt, mit Wasser ge- 
waschen und im Vakuum getrocknet. 


5,224 mg Substanz gaben 10,00 mg CO, und 1,45 mg H,0. 
2,766 mg - » 0,350 eem N (771 mm, 21°). 
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C,;H,,.N,0(CH,CO)C,H,N,O, = C,,H,,;N,0, (481,2) 
Ber. C 52,38°/, H 3,149, N 14,56°/, 
Gef. ,, 52,21 » 3,11 14,80 


Das Pikrat ist sehr schwer lislich in Wasser, miBig léslich in 
Alkohol. Der Schmelzpunkt liegt bei ungefiihr 167° (unkorr.), wo Zer- 
setzung erfolgt. 


Chloroaurat der Verbindung entsprechend Formel VIII. Die 
verdiinnte schwefelsiiurehaltige Losung wird mit einigen Tropfen Salz- 
siiure und Goldchlorid versetzt. Es entsteht ein zuniichst amorpher 
Niederschlag, der sich nach kurzer Zeit in schéne, goldgelbe Nadeln 
umwandelt. 


8,042 mg Substanz gaben 0,338 cem N (758 mm, 18°). 


5,376 mg - » 1,775 mg Au. 
6,049 mg ys » 1,998 mg Au. 
C,,H,).N,0(CH,CO)-AuCl, = C,,H,,N,O,AuCl, (592,2) 
Ber. N 4,74°/, Au 33,30°/, 
Gef. ,, 4,92 », 33,02 
33,038 


Chloroplatinat der Verbindung entsprechend Formel VIII. Die 
Darstellung ist entsprechend der des Chloroaurats. Das Chloroplatinat 
krystallisiert in schénen, braungelben langen Nadeln. 

7,250 mg Substanz gaben 1,540 mg Pt. 

[C,,H,).N,O(CH,CO)],: PtCl, = C,,H,.N,O,PtCl, (914,2 
Ber. Pt 21,35°/, 
Gef. ,, 21,24 


Reduktion des Pyocyanins und seines Essigsaurederivates. 


Die Reduktion des Pyocyanins 1]aBt sich auf sehr 
verschiedenen Wegen erreichen, z. B. mit Natriumamalgam, 
mit Zinkstaub in essigsaurer Lésung, auch mit schwelliger 
Siure. Das reinste Produkt erhilt man durch Hydrierung 
mit Platinmoor (nach Willstitter) und Wasserstoff. Die 
Hydrierung geht in gleicher Weise vor sich in einer Lésung 
von Wasser, Alkohol, Pyridin oder Eisessig. Immer werden 
vier Wasserstoffatome von einem Molekiil Pyocyanin auf- 
genommen. Bei der Reduktion in neutraler oder alkalischer 
Lésung erfolgt zuerst Farbumschlag nach Dunkelgriin hin, 
dann erst entfirbt sich die Lésung. Die Hydrierung ist meist 
in etwa 10 Minuten beendigt. 
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Die Lésung des hydrierten Produktes ist, namentlich bei 
neutraler oder alkalischer Reaktion, auBerordentlich empfind- 
lich gegen Luftsauerstoff. Es erfolgt sofort Farbumschlag 
nach Griin, dann nach Blau (Pyocyaninbildung). Das in Al- 
kohol geléste Hydrierungsprodukt wird im Vakuum unter 
sorgfiltigem LuftausschluB eingeengt. Bei geniigender Kon- 
zentration fallen Oltrépfchen aus, die auch beim langeren 
Stehen nicht zur Krystallisation zu bringen sind. Wird der 
Alkohol voéllig entfernt, so hinterbleibt ein ziher, wenig ge- 
firbter Sirup. Dieser lést sich fast gar nicht in Wasser 
(LuftausschluB!), leicht aber in Natronlauge. Aus der alkali- 
schen Lisung werden durch Siiurezusatz wieder élige Tropfen 
abgeschieden. 

Mit dem hydrierten Pyocyanin wird die Molekular- 
gewichtsbestimmung in folgender Weise durchgefiihrt: In 
einen sehr sorgfiltig abgedichteten Beckmannapparat mit 
elektrisch betriebener Riihrvorrichtung werden 8 ccm Lisessig 
gegeben. Durch eine parallel zum Thermometer angebrachte 
Glascapillare, die bis auf den Boden des GefaBes reicht, wird 
gut getrockneter Wasserstoff eingeleitet. Durch eine zweite 
Capillare, die in dem seitlichen Ansatzrohr des Gefrierpunkts- 
gefiBes angebracht wird, kann der nicht verbrauchte Wasser- 
stoff entweichen. Es wird jetzt der Gefrierpunkt des Kis- 
essigs bestimmt. Dann werden 20 mg Platinmoor zugegeben. 
Durch diesen Zusatz wird nur eine unwesentliche Verande- 
rung des Gefrierpunktes erzielt. Nun werden 0,1436 g schari 
getrocknetes Pyocyanin eingefiihrt und unter fortwihrendem 
Riihren reduziert, wozu etwa 1 Stunde gebraucht wird, Die 
Gefrierpunktserniedrigung wird zu 4 = 0,306° gefunden. Bei 
einer zweiten Bestimmung geben 0,1816 g Pyocyanin in 8 ccm 
Kisessig eine Gefrierpunktserniedrigung von 4 = 0,380°, Daraus 
berechnet sich eine MolekulargréBe von 218 bzw. 222. Fir 
die Verbindung C,,H,,N,O, die also dem halben Molekular- 
gewicht des Pyocyanins entspricht, berechnet sich 212,1. — 
Wie im theoretischen Teil schon erwihnt, werden durch das 
Offnen des GefriergefiBes und durch das 1 stiindige Ribren ge- 
ringe Veriinderungen des Gefrierpunktes bewirkt. Diese Veriinde- 
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rungen werden durch mehrere blinde Versuche festgestellt und 
als Korrektur eingesetzt. 

Die Reduktion des Acetylderivates (entsprechend 
Formel VIII) wird folgendermaBen ausgefiihrt: Das Pyocyanin 
wird, wie oben geschildert, mit Essigsiureanhydrid und 
Schwefelsiure behandelt, die Lisung wird durch Zusatz von 
Kis vom Anhydrid befreit. Es wird nun soviel konzentrierte 
Natriumacetatlésung zugesetzt, daB Kongopapier nicht mehr 
sebliut wird. Die Fliissigkeit wird dann in der Schiittelente 
mit Platin reduziert. Unter Aufnahme von vier Wasserstoff- 
atomen (pro Molekiil angewandten Pyocyanins) firbt sie sich 
hell. Sollte wahrend der Reduktion Abscheidung von schmie- 
rigen Massen erfolgen, so muB noch etwas Eisessig zur Lésung 
zugesetzt werden. — Das Filtrat wird zweckmiBig im Vakuum 
eingeengt. Auf Zusatz von Wasser fillt ein ziiher Sirup aus, 
der bald erstarrt. Die Fliissigkeit wird abgegossen, der Riick- 
stand wird zweimal aus etwa 50°/,igem Methylalkoho] umkry- 
stallisiert. Es entstehen weiBe Krystallblittchen (Kérper von 
der Formel IX). 


5,815 mg Substanz gaben 15,11 mg CO, und 2,92 mg H,0O. 


5,327 mg ‘ » 18,86mg CO, ,, 2,67 mg H,O. 
2,885 mg ¥ » 0,271 ecm N (759 mm, 20°). 
C.5H,,N,0, (254,1) Ber. C 10,87°/, H 5,55°/, N 11,03°/, 
Gef. ,, 70,87 », 5,62 »» 10,98 
,, 10,96 » d,61 


Molekulargewichtsbestimmungen. 

0,452 mg Substanz gaben in 8,576 mg Campfer 4 = 9,0°. 

0,769 mg - ., 8,579 mg » 42 14,0°. 

87,4 mg ‘ » >» 1,056 g Benzol 

eine Gefrierpunktserniedrigung von 4 = 0,247°. 
49,3 mg Substanz gaben in 8,416 g Lisessig 
eine Gefrierpunktserniedrigung von 4 = 0,115°. 
Mol.-Gew. Ber. 254,1 
Gef. 234, 256, 255, 202. 

Die Substanz schmilzt bei 125—127° (unkorr.). Sie ist 
an der Luft durchaus bestindig. In Wasser lést sie sich 
kaum, leicht in Alkohol, Benzol usw. Spielend leicht geht sie 
in Alkali in Lisung. Durch Siiuren wird sie wieder kry- 
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stallinisch gefallt. In verdiinnten Siuren lést sie sich nicht, 
dagegen in konzentrierten, wobei allerdings unter Griinfirbung 
offenbar Verseifung erfolgt. Wie auf S.62 erwaihnt wurde, 
entsteht bei Zusatz von iiberschiissiger Natronlauge zu dieser 
griinen Lésung Pyocyanin! — Wird der Kérper in einer ithe- 
rischen Diazomethanlésung gelist, so hinterbleibt nach dem 
Abdampfen des Athers ein ziher Sirup, der sich in Alkali 
nicht mehr lost. Kr gibt mit Goldchlorid eine hiibsch kry- 
stallisierte Verbindung, die nicht weiter analysiert wurde. 
Durch das Diazomethan ist offenbar die freie Hydroxylgruppe 
methyliert. — Diese Hydroxylgruppe laBt sich auch acylieren, 
die betreffenden Produkte krystallisierten jedoch nicht. 


Synthese des Pyocyanins. 


Scharf getrocknetes «-Oxyphenazin wird mit einem Uber- 
schuB von Methylsulfat in einem zugeschmolzenen Réhrchen 
\/, Stunde auf 100° erhitzt. Auf Zusatz von trocknem 
Ather zu der rotgefarbten Fliissigkeit scheiden sich braunrote 
Krystillchen ab. Diese werden mit Ather gewaschen und ge- 
trocknet (methylschwefelsaures Salz entspr. Formel VI. 

3,239 mg Substanz gaben 0,255 ccm N (737 mm, 19°). 

C,,H,,N,O (SO,CH,) = C,,4H,,N,0,8 (822,1) 
Ber. N 8,70°/, 
Gef. ,, 8,93 

Die Substanz ist leicht léslich in Wasser und in Alkohol. 
Wird die wiiBrige Lésung mit Natronlauge versetzt, so farbt 
sie sich intensiv blau. Durch Ausschiitteln mit Chloroform 
liBt sich ein K6érper gewinnen, der sich durch sein Aussehen, 
seinen Schmelzpunkt und durch die Analyse seines Chloro- 
aurats als identisch mit Pyocyanin erweist. 


Hydrierung und Acylierung einiger Phenazinderivate. 


Wie auf S.65 erwiihnt, nehmen Phenazin, «-Oxyphenazin und 
«-Methoxyphenazin bei der Hydrierung zwei Wasserstoffatome auf. Die 
entsprechenden Dihydrophenazinderivate sind sehr luftempfindlich, wes- 
wegen auf ihre Isolierung verzichtet wird. Untersucht werden folgende 
Acylderivate: 
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Dibenzoyl-dihydrophenazin. Phenazin wird in Pyridin gelist 
und mit Platin und Wasserstoff reduziert. Die Lésung wird in der 
Schiittelente mit etwas Benzoylchlorid versetzt und 24 Stunden gut 
verschlossen aufbewahrt. Das Filtrat wird mit iiberschiissiger [ssig- 
siure und Wasser versetzt, dann ausgeiithert, das Atherextrakt wird 
mehrmals mit Sodalésung ausgeschiittelt. Der Riickstand aus dem Ather- 
extrakt, in heiBem Alkohol gclist, gibt weibe Krystallbliittchen vom 
Schmelzp. 206° (unkorr.). 

5,582 mg Substanz gaben 0,326 cem N (770 mm, 18°). 
C,,H,N,O(C,H;0O) = C,,H,,N,O (286,1) Ber. N 9,79 
C,,H,N,O(C,H;0), = C,,H,,N,O, (390,1) Ber. ,, 7,18 

Gef. ,, 6,94 


Die Substanz list sich schwer in Wasser, leicht in organischen 
Lisungsmitteln. 

Acetyl-a-methoxy-dihydrophenazin. Die Reduktion erfolgt 
in Pyridinlésupg. Nach der Fiydrierung wird Essigsiiureanhydrid zu- 
gesetzt. Bei der Aufarbeitung (wie oben beschrieben) entstehen qua- 
dratische Blattchen vom Schmelzp. 175° (unkorr.), die leicht rosa ge- 
Hirbt sind. 


4,863 mg Substanz gaben 12,63 mg CO, und 2,43 mg H,O. 
: 1,618 mg i », 0,152 cem N (767 mm, 23°). 
C,,H,,N,0(C,H,O) = C,sH,,N,0, (254,1) 
Ber. C 70,87°/, H 5,55°/, N 11,02°/, 
Gef. ,, 70,67 yy DyD9 , 10,97 
Die Substanz zeigt die iibliche Léslichkeit. 
Benzoylderivat des reduzierten Pyocyanins. Pyo- 
cyanin wird, in Pyridin gelést, mit Platin und Wasserstoff 
, reduziert. Dann wird Benzoylchlorid zugegeben; nach einigen 
t Stunden wird die Lésung, wie oben angegeben, aufgearbeitet, 
2 zur KXxtraktion wird jedoch Chloroform benutzt. Beim Ab- 
’ dampfen desselben hinterbleibt ein braun gefirbter Sirup, 
- aus dem sich allmiéhlich griinlich gefirbte Krystalle ab- 
scheiden. Diese werden mit Alkohol gewaschen und getrocknet. 
3,824 mg Substanz gaben 0,286 cem N (758 mm, 18°). 
C,H, ,N,0(C,H,0) = C,5H,,N,0, (316,2) Ber. N 8,86° 
1 Gef. ,, 8,75 
“ Die Substanz schmilzt bei 150° (unkorr.). 
d Das Pikrat dieser Verbindung bildet sich, wenn der 


Riickstand aus dem Chloroformextrakt in Alkoho] gelist wird 
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und mit alkoholischer Pikrinsiiure versetzt wird. Es _bilden 
sich griingefarbte Krystallnadeln. 


3,234 mg Substanz gaben 0,361 ccm N (763 mm, 20°). 


Wy 


8,119 mg . ,, 0,345 eem N (763 mm, 20°). 
; , ; 


C,,1,,N,O(C,H,0).C,H,N;0;) = CogH,.N;» (545,2) Ber. N 12,86°, 


Gef. ,, 13,06 
, 12,86 


Das Pikrat ist schwer liéslich in Wasser und Alkohol. 
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Zur Frage nach dem Vorkommen von Methylguanidin 
im tierischen Organismus. 


Mitteilung II. 




























Ein Versuch der Trennung des Methylguanidins 
von Carnosin und Kreatinin. 
. &§ Von 
r I. A. Smorodinzew und A. N. Adowa. 


Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie der 2. Moskauer Staatsuniversitit. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Januar 1929.) 


In der vorigen Mitteilung') zeigten wir, daB das Methyl- 
cuanidin aus frischem Muskelgewebe als Pikrat ohne An- 
wendung von Silbernitrat und Baryt gewonnen werden kann. 
Es erwies sich dabei, daB die begleitenden Stoffe der Krystalli- 
sation des Pikrats hinderlich sind. Es sollte versucht werden, 
die Beimengung mittels eines solchen Reagens zu entfernen, 
welches das Methylguanidin in der Lésung hinterlaBt. Auf der 
Suche nach einem zweckentsprechenden Fillungsmittel ver- 
folsten wir das Verhaltnis der Lésung von Methylguanidin- 
nitrat zu verschiedenen Reagenzien. Die Ergebnisse unserer 
Versuche sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 

Ks folgt daraus, daB nur die Phosphorwolframsiure das 
Methylguanidin aus ziemlich verdiinnten Lésungen fallt, wihrend 
bei einem Gehalt von 0,1°/, diese Base sogar bei Zusatz von 

| Pikrin- oder Phosphormolybdinsaure nicht ausgeschieden wird. 
Eine 10°/,ige Lésung von Methylguanidinnitrat wird nicht 
gefillt durch folgende Reagenzien: 


1) I. A. Smorodinzew u. A.N. Adowa, Diese Zs. Bd, 180, 8. 192 


1990 
‘ Jad). 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXXXI. 











Die Wonzentration 
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1. 20 °/,ige wiBrige Tanninlésung, gesiittigte wiiBrige 
Sublimatlésung; salpetersaures Quecksilberoxyd und Queck- 
silberoxydul. 

5, 10°/,ige Lésung von schwefelsaurem Quecksilberoxyd 
in 5 °/,iger Schwefelsiure, essigsaures Quecksilber, Cyanqueck- 
silber, Lésung von Jodquecksilber in Jodkali, neutrales essig- 
saures Blei. 

10. Basisches essigsaures Blei, salzsaures, salpetersaures 
und essigsaures Uranyl (3 °/,), Kupferchlorid; 15. schwefel- 
saures und essigsaures Kupfer, Cadmiumchlorid und Cadmium- 
jodid; Silbernitrat. 

20. Lésung von Kalialaun, Zinkchlorid, Zinkjodid und essig- 
saurem Zink, salzsauren Hisensalzen; 25. Calcium- und Barium- 
chlorid, Ferri- und Ferrocyankalium, konzentrierte Salzsiiure 
und 30. Salpetersiure.?) 

Auf Grund dieser Ergebnisse versetzten wir den Muskel- 
extrakt wiederum mit Sublimat und essigsaurem Natrium, 
fertigten einen alkoholischen Auszug an und versuchten aus 
dem letzteren die beiden quantitativ wichtigsten Basen des 
Fleischextraktes — Carnosin (mittels einer Liésung von schwefel- 
saurem Quecksilberoxyd in Schwefelsiiure’) und Kreatinin 
(mittels alkoholischer Lésung salzsauren Zinks) zu entfernen. 


Quecksilberacetatniederschlag. 


Von 3800 g priparierten Muskelgewebes eines frisch ge- 
téteten Hundes blieben nach 3 maliger Extraktion mit Wasser 
1842 g, d. i. 51,6°/, der Gewebebestandteile gingen in die 
Lisung iiber. Der Auszug wurde bis auf 1 Liter eingeengt, 
darauf wurde sein Gehalt an Stickstoff nach Kjeldahl zu 
17,37 g (0,46°/, der Gesamtmenge des verarbeiteten Gewebes) 
bestimmt. 

Der Auszug wurde dann durch abwechselnde Hinzufiigung 
leiBer Lésungen von Sublimat und essigsaurem Natrium ge- 





1) Wo nichts anderes angegeben ist, sind die Reagenzien in 10°/,iger 
Konzentration verwandt worden. 

*) I. A. Smorodinzew, Mitteilungen der russischen Akad. der 
Wissenschaft 1916, S. 1541. 
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fiillt. Der ausgewaschene Quecksilberacetatniederschlag wurde 
1/, Stunde lang auf dem Wasserbade durch verdiinnte Salz- 
siiure (1 Teil konzentrierter Siure: 2 Teile Wasser) ausgezogen. 
Der salzsaure Auszug wurde nach Entfernung des Quecksilbers 
mnittels Schwefelwasserstoff, bis zur Sirupkonsistenz eingeengt 
und zuerst mit Methylalkohol, dann wiederholt (12 mal) mit 
absolutem Athylalkohol behandelt, bis der Niederschlag nacl 
Abdampfen des Alkohols villig in kaltem absolutem Athy)- 
alkohol lésbar wurde. Insgesamt wurden 70 g Sirup erhalten. 
Der im Alkohol unlésliche Riickstand gibt stark die Reaktionen 
auf Kreatinin. 

Auf Grund der Erwigung, daB die quantitativ wichtigsten 
Basen des Fleischextraktes, das Carnosin und Kreatinin wie 
auch das Carnitin doch in Alkohol léslich sind und daB der 
Krystallisation z. B. des reinen Carnosins eine Beimengung 
einer ,.inksdrehenden“ Substanz') hinderlich ist, die durch: 
eine Liésung von Jodquecksilber in Jodkali fillbar ist, ver- 
suchten wir diese Substanzen mittels entsprechender Reagenzien 
zu entfernen. | 

Zu 4 Proben des Auszuges von je 3g wurden folgende 
Reagenzien zugesetzt: 1. eine gesittigte alkoholische Sublimat- 
lésung, 2. eine Lésung von Jodquecksilber in Jodkali + Salz- 
siiure, 3. eine Lésung von schwefelsaurem Quecksilberoxyd in 
Schwefelsiiure und 4. eine alkoholische Lésung salzsauren Zinks. 

1. Sublimat ergab keinen Niederschlag, was fiir die Ab- 
wesenheit von Carnitin und Cholin im Auszug spricht: 2. und 
3. die Lisungen von Quecksilbersulfat und Quecksilberjodid 
ergaben harzige Niederschlige; 4. das salzsaure Zink schied 
typische krystallinische Drusen von Chlorzinkkreatinin aus. 
Folglich kann unméglich eine andauernde Behandlung des 
Auszuges mit absolutem Athylalkohol eine véllige Entfernung 
des Kreatinins erzielen. Auf Grund dieser Ergebnisse und 
der Tatsache, daB das Methylguanidin durch eine schwefel- 
saure Lésung von Quecksilbersulfat nicht gefallt wird, da das 
simtliche Methylguanidin im Filtrat vom Quecksilbersulfat- 


') I. A, Smorodinzew, Diese Zs. Bd, 87, 8. 18 (1918). 
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niederschlag anwesend ist’), fillten wir den siimtlichen Sirup 
mittels einer Liésung von Quecksilbersulfat in Schwefelsdure. 


II. Quecksilberfiltrat. 


Das Filtrat vom Quecksilbersulfatniederschlag, nach Ent- 
fernung des Quecksilbers als Sulfid, ergibt starke Reaktionen 
(Jaffé, Weil und Salkowski) auf Kreatinin. Die Lésung 
wurde mit Atznatron neutralisiert, eingedickt und zuerst mit 
Methylalkohol behandelt. Bei Hinzufiigung von absolutem 
Alkohol schied sich ein harziger Niederschlag aus, welcher 
besonders gesammelt wurde, im Alkoholauszug aber wurden 
0,15 g Kreatinin (colorimetrische Bestimmung nach Folin) 
vorgefunden. Der alkoholische Auszug wurde bis auf '/, seines 
Volumens eingeengt und mittels einer alkoholischen Lésung 
salzsauren Zinks behandelt; nach Verlauf von 3 Tagen wurden 
typische Krystalle von Chlorzinkkreatinin ausgeschieden; im 
Filtrat erwiesen sich nach Entfernung des Chlorzinkkreatinin- 
niederschlages die Reaktionen von Jaffé, Weil und Sal- 
kowski als positiv. 

Das Zinkfiltrat wurde vom Zinksulfid befreit und in 
2 Portionen geteilt — die eine wurde unmittelbar mit Pikrin- 
siiure gefallt, in der zweiten versuchten wir eine salpetersaure 
Verbindung des Methylguanidins zu erzielen. 

Aus der ersten Portion des Zinkfiltrats werden 3 Krystall- 
fraktionen des Pikrats erhalten: 


I. Schmelzp. 213°; II. 201,5°; III. 206—207°. 


Die zweite Halfte des Filtrats vom Zinksulfid wurde ein- 
gedickt und mit Methylalkohol behandelt. Der methylalko- 
holische Auszug wurde bis zum Sirupzustande eingeengt und 
dann mittels absolutem Athylalkohol ausgezogen. Zum Alkohol- 
auszuge_wurden nach Abdampfung des Alkohols 35—40 'Tropfen 
konzentrierter Salpetersiiure hinzugefiigt, es wurden aber auch 
nach langdauerndem Stehen keine Krystalle von salpetersauren 
Methylguanidin ausgeschieden. Daher wurde auch diese Portion 





) I. A. Smorodinzew, Mitteilung der russ. Akad (. Wissensch. 
1916, S. 1545. 
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ins Pikrat umgewandelt. Ein Teil des Pikrats wurde zur Be- 
stimmung des Stickstoffs nach Dumas verwendet. 


II. 0,0867 g Pikrat, bei 105° getrocknet, ergaben 21,6 ccm N, bei 
19° und 750 mm. 
Fiir C,H,N,C,H,N;0, Ber. 27,82°/, N 
Gef. 28,01 


Schema der Behandlung des Auszuges. 
Auszug + HgCl, + NaC,H,0, 


Y Y 
I ssigquecksilberniederschlag [ Quecksilberfiltrat 
Y Y 
| Quecksilberriickstand Salzsaures Filtrat + H,S + CH,OH + C,H,0OH 
_ | 
Y Y 
I Alkoholriickstand I Alkoholfiltrat + HgSO, 
Y v 
1 Quecksilberniederschlag II Quecksilberfiltrat +H,S+CH,OH+C,H,01 
(Carnosin)  _* “3 a 
Y Y 
I] Alkoholriickstand If Alkoholfiltrat + ZnCl, 
! |! 
Zinkniedersehlag Zinkfiltrat + H,S + CH,OH + C,H,OH 
(Kreatinin) _ 
Y 


III Alkoholriickstand 


Y 
Pikrinsiiure + III Alkoholfiltrat + Salpetersiiure 


Y Y 
Pikrinsiiureniederschlag Salpetersaure Lésung + Pikringiiure 
| | 


Y Y 
Methylguanidin. 








OH 





Spektrographische Untersuchung der 2-Keto-Gluconsdure 
im Ultraviolett. 
Von 
P. Niederhoff. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeiuschaft der 
deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Okt. 1928.) 


Kin Glucosederivat, das in spektrographischer Hinsicht be- 
sonderes Interesse verdient, ist die 2-Keto-Gluconsiure. 

Untersucht man das Kaliumsalz der 2-Keto-Gluconsiure 
in wiBriger Lésung, so zeigt die Absorption einen Verlauf, wie 
er als Kurve 1 in der Figur gezeichnet ist. Diese Kurve libt 
sich nur schwer in Einklang bringen mit einer Konstitutions- 
formel, wie sie der Bezeichnung der 2-Keto-Gluconsiure ent- 
spricht. Der Substanz kommt ihrem Namen nach die folgende 
Formulierung COOH-CO.HCOH-HOCH-HOCH-CH,OH. zu. 
In dieser Formel sind zwei chromophore Gruppen in Nachbar- 
stellung zueinander vorhanden, das Carboxyl und das Carbonyl. 
Nach den Untersuchungen iiber die Absorption zweier Chromo- 
phore bei Substanzen dieser Art miiBte sich eine selektive 
Absorption im mittleren bis langwelligen Teil des Ultravioletts 
finden. Die Kurve labt aber nichts derartiges erkennen, sondern 
stimmt in ihrem Verlauf mit derjenigen des Carboxyls iiberein, 
wenigstens soweit die Wellenlingen bis zu etwa 2300 A.-E. zur 
Untersuchung gekommen sind. 

Der molekulare Aufbau der 2-Keto-Gluconsiure entspricht 
somit in wiBriger Lésung nicht der obigen Formulierung, sondern 
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macht eine Anderung der Formel notwendig. Diese Anderung 
betrifft die Ketogruppe. H. Oble und G. Berend!) nehmen 
auf Grund ihrer Untersuchungen iiber diesen Kérper an Stelle 
der Ketoform eine Ringform an, wobei sie es dahingestellt 
sein lassen, welche Spannweite die Sauerstoftbriicke hat. Eine 
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Sauerstoffbriicke besitzt nicht die Kigenschaft selektiver Absorp- 
tion im Ultraviolett; sie la8t infolgedessen den _ spektro- 
graphischen Befund erklirlich erscheinen. 

Anders sind die Absorptionsverhiltnisse der Substanz in 
alkalischer Lésung. Hier zeigt sich eine selektive Absorption 


') Chem. Ber. Bd, 60, S. 1159 (1927). 
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mit einem Maximum bei etwa 2750 A.-E., die aber in ihrer 
Starke nicht unverinderlich ist, sondern im Verlauf der Alkali- 
einwirkung erheblich zunimmt. Die spektrographischen Erschei- 
nungen sind verwickelt, und es kommen auch in ihnen die kompli- 
zierten Veriinderungen zum Ausdruck, die die Substanz durch 
das Alkali erfiihrt. Die Verinderungen, die sich zeigen, hingen 
im hohen Grade von der Konzentration, der Temperatur und 
dem Alkalitiitsgrad ab und charakterisieren sich damit in erster 
Linie als tautomere Erscheinungen, die zuniichst wohl rein 
monomolekularer Natur sind. 

Um iiberhaupt einen Hinblick in die Vorgiinge zu erhalten, 
ist es notwendig, die allerersten Anfinge der Veriinderungen 
zu fassen. Die Untersuchungen miissen infolgedessen bei 
moglichst geringer Konzentration, Alkalitit und Temperatur 
ausgefiihrt werden und zwar miéglichst schnell nach Fertig- 
stellen der Lésung. Untersucht man in dieser Weise z. B. eine 
'/,, oder 3/,, mol.-Lésung in n/5 u. n/10-NaOH, so zeigt sich 
ein Absorptionsband, wie es Kurve 2 in der Figur wiedergibt. 
Das Maximum liegt bei einer Wellenliinge von etwa 2750 A.-E. 
entsprechend einer Schwingungszahl von v-10—!? = 1090, der 
molekulare Absorptionskoeffizient betrigt « = 60,2 bzw. sein 
lg E= 1,779. 

Dieses selektive Absorptionsband riihrt von einer zweiten 
chromophoren Gruppe her. Lage und Gréfe des Bandes zeigen 
an, daB eine Athylengruppe entstanden ist. In Verbindung 
mit dem Carboxyl ist die Absorption dieser chromophoren 
Gruppe, die an und fiir sich bei etwa 1950 A.-E. liegt, nach 
lingeren Wellen hin verschoben und ihre Stirke noch weiter 
iiber die ihr eigenen erheblichen Gribe gesteigert. 

‘Unter der Einwirkung des Alkalis geht somit die Sauerstoff- 
briicke auf, und es erfolgt eine Umwandlung in das 2,3 Dienol 
der 2-Keto-Gluconsiure: 

COOH-COH : COH: HOCH-HOCH-CH,OH . 


H. Ohle und G. Berend’) haben aus dem Verlauf der 
Oxydation in alkalischer Lésung auch bereits auf eine solche 


1) a. a. O. 











86 P. Niederhoff, 


Umlagerung geschlossen. Daf als Zwischenstufe die Ketoform 
durchlaufen wird, kommt in dem spektrographischen Bild nicht 
zum Ausdruck. 

Nach einer mehr oder weniger langen Zeit tritt eine Ver- 
firbung der Fliissigkeit auf, sie bekommt einen gelblichen 
Farbton. Dieser zeigt an, da8B die Absorption bis ins sicht- 
bare Gebiet des Spektrums geriickt und fiir das bloBe Auge 
wahrnehmbar geworden ist. Die Wellenlingen des blauen 
Spektralbereiches sind davon betroffen, und die Fliissigkeit er- 
scheint infolgedessen in der Komplementirfarbe gelb. Die 
Farbe li8t sich durch Zusatz von Siiure wieder zum Verschwinden 
bringen; auch durch Schiitteln kann sie kurze Zeit hintan- 
gehalten werden. Die ganzen Vorgiinge, die sich im Verlauf 
der Alkaliwirkung abspielen, sind verwickelter Natur und be- 
diirfen noch weiterer Untersuchungen. 

Das Absorptionsspektrum des Kaliumsalzes der 2-Keto- 
Gluconsiiure in saurer Lésung (in n/5-HCl) ist von dem der 
wiBrigen neutralen Lésung kaum verschieden. Die gering- 
fiigige Abweichung mag daher kommen, daB in neutraler Lésung 
das Salz vorliegt, in saurer Lisung dagegen sich die freie 
Siiure gebiidet hat. Die Absorption beginnt erst unterhall 
einer Wellenlinge von 2600 A.-K. an deutlich zu werden, steigt 
dann rasch an, so daB bei den kiirzesten gemessenen Wellen- 
lingen von etwa 2360 A.-E. lg« = 0,84 ist. Durch lingeres 
Stehenlassen (24 Stunden) liBt sich eine wesentliche Ande- 
rung der Absorption nicht erzielen. 


Beschreibung der Versuche. 


Zur Bestimmung des molekularen Absorptionskoeffizienten ist die 
quantitative Methode nach V. Henri benutzt worden; die GréBe von « 


t . , 
ergibt sich aus der Formel ¢ = ie lg ‘ der Faktor p ist mit 1 be- 


wertet, da seine Bestimmung nur eine geringe Abweichung von diesem 
Wert ergeben hat. Zur Erzeugung des Lichtbogens sind Ultrajupiter- 
kohlen verwendet worden. 

Das Kaliumsalz der Substanz ist mir yon Herrn Priv.-Doz. Dr. H.Ohle 
analysenrein tibergeben worden; betr. der Darstellung vgl. die bereits 
zit. Arbeit von H. Ohle u. G. Berend. Das Priparat ist aus wiBriger 


/ 
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Lésung durch vorsichtiges Zusetzen von Methylalkohol zur Abscheidung 
gekommen; es ist frei von Krystallwasser, seine spezifische Drehung in 
wiBriger Lésung betriigt [«]p =— 70° Der Schmelzpunkt betriigt 152°. 
Die Substanz hat bereits in der Kiilte starke reduzierende Eigenschaft. 

In der Figur sind auf der Abszisse die Wellenliingen, auf der 
Ordinate die dekadischen Logarithmen des molekularen Absorptions- 
koeffizienten eingetragen. 

Die Kurve 1 stellt den Verlauf der Absorption in wiibriger neu- 
traler Loésung dar. Die untersuchten Schichtdicken sind 1,0, 0,5, 0,25 
und 0,1 em; die Konzentration ist doppelmolar. Die Expositionszeiten 
liegen zwischen 10 und 60”. 

Kurve 2 gibt den Verlauf der Absorption einer frisch bereiteten 
<chwach alkalischen Lésung wieder, in 1/5 bis 1/20-mol. Konzentration 
und in 1/5 und 1/10 n-NaOH. Da sich die Substanz unter der Ein 
wirkung des Alkalis dauernd verindert, wie oben ausgefiihrt ist, ist 
Kurve 2 durch Interpolation aus mehreren gleichartigen Untersuchungen 
cewonnen worden, die méglichst bald (etwa 5 Minuten) nach Fertigstellen 
der Lésungen ausgefiihrt sind; lediglich das Maximum entspricht einer 
einzigen Aufnahme, die 3 Minuten nach Fertigstellen einer 1/20-mol. 
Lésung in n/10-NaOH bei 26° ausgefiihrt ist. 

Die Untersuchungen in saurer Lésung (n5-HCl) wurde in Schicht 
dicken von 0,5, 0,25 und 0,1 em bei molarer Konzentration yorgenommen. 
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Synthese der Homogentisinsdure.’) 
Von 


Georg Hahn und Willy Stenner. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Institut der Universitit Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Dezember 1923.) 


Obgleich der Homogentisinsiiure die einfache Konstitution 
einer Hydrochinonessigsiure zukommt, gab es doch bisher 
keine Méglichkeit, diesen fiir die Erforschung des EiweiBstofi- 
wechsels so interessanten Kérper in geniigender Menge synthe- 
tisch darzustellen. Der wesentlichste Grund hierfiir ist wolil 
in der groBen Sauerstoffempfindlichkeit der alkalischen Lésungen 
des Hydrochinons und seiner Derivate mit freien Hydroxyl- 
gruppen zu erblicken. 

Die erste Synthese der Homogentisinsiure, die Baumann 
und Frinkel’) ausfiihrten, hatte im wesentlichen den Zweck, 
die von Wolkow und Baumann’) ermittelte Konstitution zu 
beweisen. Vom Hydrochinon ausgehend, gewannen sie, nach 
der Methode von Tiemann und Miiller*), den Gentisinaldehyd 
in einer Ausbeute von 25°/, der Theorie, der nach der Methy- 
lierung der beiden Hydroxylgruppen zum Alkohol reduziert 
wurde. Diese Operation sowohl] als auch die Uberfiihrung des 
Alkohols in das Chlorid mit Phosphorpentachlorid, lieB sich 
mit guter Ausbeute bewerkstelligen. Dagegen scheiterte der 
Umsatz des Chlorids mit Kaliumcyanid zum Nitril derart an 
der Zersetzlichkeit des Chlorids, daB das Nitril der Dimethoxy- 
homogentisinsiure nur in unreinem Zustande und geringer 


') Herr Prof. Dr. Katsch (friither Frankfurt a./M., jetzt Greifswald), 
der Untersuchungen mit Homogentisinsiiure auf breiter Grundlage be- 
gonnen hat, bittet, ihm das Arbeitsgebiet fiir die naichste Zeit zu tiberlassen. 

2) Baumann u. Friinkel, Diese Zs. Bd. 20, S. 219 (1895). 

8) Wolkow u. Baumann, Diese Zs. Bd. 15, S. 228 (1891). 

‘) Tiemann u. Miller, Chem. Ber. Bd. 14, S. 1986 (1881). 
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Menge gefaBt werden konnte. Nach der Verseifung der Cyan- 
gruppe und der Spaltung der beiden Methoxyle mit konzen- 
trierter Jodwasserstoffsiure und rotem Phosphor resultierte 
deshalb nur so viel Homogentisinsiiure, daB ihre Identitit mit 
der aus Alkaptonharn gewonnenen gerade eben festgestellt 
werden konnte. 

Auch die im Jahre 1907 von Neubauer und Flatow’) 
veroffentlichte Darstellungsweise, die nach folgendem Schema 
verlauft, besitzt keine priiparative Bedeutung: 


CO - 5 
Yo il ~~ ©0- COOH Z~_- £0: COOH 
| a | a | 
| co.” | i | 
aie SN NH, S~NOH 
HO 2 _00-COOH = HO ACH OH-COOTt 
- ae | | 
S NOH S77 NOH 


HO ~ CH, COOH 
> | | 
Non 

Wenngleich auch die Uberfihrung des Isatins in die 
o-Oxyphenylglyoxylsiure nach der Methode von Bayer und 
Fritsch?) gute Ausbeuten liefert, so gestaltet sich doch die 
Oxydation mit Persulfat zur 2,5-Dioxyphenylgloxylsiiure und 
deren Reduktion zuerst mit Natriumamalgam zur 2,5-Dioxy- 
phenylglykolsiure, dann mit rauchender Jodwasserstoffsiure 
zur Homogentisinsiure recht verlustreich. 

Die einzige Quelle zur Gewinnung der Siure blieb des- 
halb bisher der Harn der mit Alkaptonurie behafteten Menschen. 
Je nach dem Grade dieser Stoffwechselanomalie, der Er- 
uihrungsweise und anderer Faktoren, schwankt die Menge der 
tiiglich ausgeschiedenen Siure zwischen 3 und 17 g, die dem 
stark mit Schwefelsiure angesiuerten Harn durch 6fteres Aus- 
schiitteln mit Ather entzogen, und iiber das Bleisalz gereinigt 
werden kann. Der Beschaffung von ausreichenden Mengen 


') Neubauer u. Flatow, Diese Zs. Bd. 52, S. 895 (1 “ 
‘) Bayer u. Fritsch, Chem. Ber. Bd. 17, S. 973 (188 
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Alkaptonharn, der mdglichst frisch verarbeitet werden mub, 
stehen jedoch oft Schwierigkeiten im Wege, die hauptsachlich 
damit begriindet sind, daB diese Anomalie nicht sehr hiaufig 
vorkommt und zudem so harmlos ist, daB sie den damit Be- 
hafteten nicht in arztliche Behandlung zwingt. 

Wir haben uns nun seit einiger Zeit mit diesem Problem 
beschiftigt und teilen im folgenden eine Synthese mit, nach 
der die Homogentisinsiure rasch und in guter Ausbeute er- 
halten werden kann. 

Der grundlegende Gedanke ist dabei der, Hydrochinon in 
den Monoallyliither itiberzufiihren, den am Sauerstoff bekannt- 
lich nur sehr locker sitzenden Allylrest durch Umlagerung im 
Sinne folgenden Schemas in den Kern wandern zu lassen und 


O-C,H, OH OH 
| | 
, 7 ~ —CH,-CH=CH, 47 ~—CH,-COOI! 
} | > | - > 
| a a \7 
OH OH OH 


die Allylgruppe nachtriiglich mit Ozon an der Stelle der Doppel- 
bindung zur Carboxylgruppe zu oxydieren. 

Es zeigte sich dabei, daf es praktisch ist, vom Mono- 
benzoylhydrochinon auszugehen, das nach der etwas modi- 
fizierten Vorschrift von Witt’) in rund 70°/, Ausbeute er- 
halten werden kann. Die Einfiihrung des Benzoylrestes ver- 
hindert zunichst einmal den doppelten Umsatz des Hydro- 
chinons mit Allylbromid zum Hydrochinondiallylather, der 
mit freiem Hydrochinon in der Hauptmenge entsteht, beseitigt 
weiter die groBe Sauerstoffempfindlichkeit des Hydrochinon: 
und verringert dessen Wasserlislichkeit in angenehmer Weise. 
Auch zur Erzielung der Umlagerung nach dem Vorbilde 
Claisens’) stért die Benzoylgruppe nicht. Bei gewéhnlichem 
Druck liegt allerdings der Siedepunkt des Monobenzoylally!- 
') Witt, Chem. Ber. Bd. 26, S. 1909 (1893). 

*) Claisen, Chem. Ber. Bd. 45, 8. 3157 (1912); Claisen u. Lis- 
leb, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 401, S. 21 (1913); Claisen, Liebigs 
Ann. der Chem. Bd. 418, 8. 69 (1919). 
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ithers so hoch, daB unerwiinschte Nebenreaktionen auftreten. 
Erhalt man den Ather dagegen im Vakuum der Wasserstrahl- 
pumpe eine gewisse Zeit im Sieden und destilliert dann iiber, 
so kénnen alle unliebsamen Nebenreaktionen fast vollig unter- 
driickt werden. Die Zusammensetzung des klaren, bald er- 
starrenden Destillates zeigt bei naherer Untersuchung, dab 
auBer der Umlagerung eine Disproportionierung des umgelagerten 
Produktes stattgefunden hat, wonach im Sinne folgenden Schemas 


OH 
| 
On 
OH | 
Y ~~ 
| ae ail 
9 ~~—CHs “— OH 
~ 1) - 
a ~ “ite. O:CO-C, 1H, 
O-CO-C,H, ~ | 7 S—CO,H, 


|| 


| 
0-CO-C,H, 


neben Allylhydrochinon, Dibenzoylallylhydrochinon entstand. 
Vermischt man das Destillat mit nicht zuviel Ather, dann scheidet 
sich das Dibenzoylallylhydrochinon in  schmelzpunktreinen, 
farblosen Nadeln fast quantitativ ab, so daf der Umfang der 
Disproportionierung -- 57°/, der theoretisch méglichen — 
leicht ermittelt werden kann. Diese Disproportionierung liegt 
nun ganz im Sinne der weiteren Reaktionsfolge. Ks ist 
natiirlich nicht angiingig, das der Oxydation so leicht zugiingige 
freie Allylhydrochinon zu ozonisieren, denn selbst bei An- 
wendung verdiinnten Ozons, entsprechend den Erfahrungen 
Majimas?) und v. Riedensteins’), liefert freies Allylhydro- 
chinon sowohl, als auch Monobenzoylhydrochinon braun ge- 
firbte, weitgehend abgebaute Ozonisationsprodukte. Dagegen 
greift das Ozon das in Eisessig geliste Dibenzoylallylhydro- 
chinon fast ausschlieBlich in der gewiinschten Weise an, was 





') Majima, Chem. Ber. Bd. 42, S. 3664 (1909). 
*) y. Riedenstein, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 390, S. 259 (1912). 
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aus der hohen Ausbeute von 83°/, an Dibenzoylhomogentisin- 
siure hervorgeht. Es ist somit nur erforderlich, nach der 
Kntfernung des bei der Umlagerung gebildeten Dibenzoy]- 
allylbydrochinons, das restliche Gemisch von Allyl- und Mono. 
benzoylallylhydrochinon véllig zu benzoylieren, um das gesamte 
Umlagerungsprodukt in das gewiinschte Dibenzoylallylhydro- 
chinon iiberzufiihren. Man nimmt die Benzoylierung, um 
Oxydation zu vermeiden, nicht in Alkali, sondern in Pyridin 


vor, und erhilt so leicht 80°/, an dibenzoyliertem Allylhydro- 


chinon. 
Von der Dibenzoylhomogentisinsiure aus kénnen nun 


leicht alle interessierenden Derivate der Homogentisinsaure, 
und vor allem diese selbst, erhalten werden. Beim kurzen 
Erwiirmen oder beim mebrstiindigen Stehen in der Kilte mit 
2/n-Natronlauge, werden die beiden Benzoylgruppen glatt ab- 
gespalten und erfiillen damit die letzte der an sie gestellten 
Anforderungen in sehr befriedigender Weise. Um hierbei dic 
Kinwirkung des Luftsauerstoffs auszuschlieBen, fiihrt man diese 
Operation praktisch in Stickstoffatmosphire in einem, im Ver- 
suchsteil niher beschriebenen einfachen Apparat aus. Aber 
selbst ohne diese VorsichtsmaBregel verliuft die Verseifung 
so rasch — sie ist beendet, wenn alles gelést ist —, daB keine 
allzu groBen Mengen Homogentisinsiure der Oxydation an- 
heimfallen. 

Umstiindlicher kénnen die Benzoylgruppen auch mit kon- 
zentrierter Salzsiure in der Bombe bei 130° abgespalten 
werden, wobei ein Gemisch von Homogentisinsiure und ihrem 
Anhydrid entsteht. 

Leitet man schlieBlich trockenes Salzsiiuregas in die methyl- 
oder iithylalkoholische Lésung der Dibenzoylhomogentisinsiure, 
so bildet sich zuniichst in der Kalte deren Methyl- oder Athyl- 
ester, der sich quantitativ in schénen farblosen Nadeln aus 
der Lésung ausscheidet. 

Beim Erwirmen und weiteren Kinleiten von Salzsiuregas, 
oder beim langeren Stehen in mit Salzsiuregas gesattigtem 
Alkohol, tritt neben der Veresterung der Carboxylgruppe auch 
die Umesterung der Benzoylverbindung ein, so daB nach dem 
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Entfernen des Alkohols und des Benzoesiureesters im Vakuum 
bei Wasserbadtemperatur der Methyl- bzw. Athylester der 
Homogentisinsiure zuriickbleibt. Alle diese Verbindungen 
stimmen in ihren Eigenschaften und Schmelzpunkten mit den 
in der Literatur beschriebenen iiberein. 

Die Ausbeute an Homogentisinsiiure, bezogen auf die an- 
gewandte Menge Hydrochinon, betriigt 26 °/,. 


Beschreibung der Versuche. 


Monobenzoylhydrochinon. ’) 


In die Lésung von 80 g Hydrochinon und 160 g Soda in 
2,4 Liter Wasser wurden unter sehr kraftigem Riihren 105 g 
Benzoylchlorid so langsam zutropfen gelassen, daB etwa 5 Stdn. 
dazu nétig waren. (Die Ausbeute an Monobenzoylverbindung 
ist sehr wesentlich hiervon und von der Intensitit des Riihrens 
abhingig.) Es wurde noch etwa 1 Stunde weiter geriihrt, dann 
der feinkérnige Niederschlag abgesaugt, mit etwa 1 Liter 
2/n-Sodalésung von 50° bis zur Farblosigkeit ausgewaschen, 
mit Wasser nachgespilt und in der Porzellanschale auf dem 
Wasserbad getrocknet. Rohausbeute 125 g. Zum Umkrystalli- 
sieren wurde mit 350—400 ccm absolutem Methanol auf- 
gekocht und von ungelést bleibendem Dibenzoylhydrochinon, 
Schmelzp. 199°, durch cinen HeiBwassertrichter abfiltriert. Beim 
Kiihlen des Filtrates mit Kis fielen 74 g reines Monobenzoyl- 
hydrochinon vom Schmelzp. 162—163° aus. Das Filtrat wurde 
auf die Halfte eingeengt, mit Wasser in der Warme bis zur 
Triibung versetzt und erkalten gelassen. Auf diese Weise wurden 
weitere 21 g reines Monobenzoylprodukt erhalten, wodurch sich 
die Gesamtausbeute auf 95 g = 68°/, der Theorie erhdhte. 


Monobenzoylhydrochinon-allylather. 


20 g reines, gut getrocknetes Monobenzoylhydrochinon 
wurden zusammen mit 60 ccm trockenem Aceton, 14g ge- 
schmolzenem und gepulvertem Kaliumcarbonat und 13 g Allyl- 


ee 





1) N. Witt, Chem. Ber. Bd. 26, S. 1909 (1893). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXI, 
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bromid in einer starkwandigen Flasche mit eingeschliffenem 
Stopfen 24 Stunden auf der Maschine geschiittelt. Um ein 
Verbacken der festen Substanzen zu vermeiden, wurden der 
Mischung etwa 50—100 Glasperlen zugesetzt, deren Mahl- 
wirkung umsatzschidliche Kinschliisse verhinderte. Ohne zu 
erwirmen, wurde das Reaktionsgemisch dann durch eine Nutsche 
ohne Filter in etwa 1 Liter, mit wenig Natronlauge alkalisch 
gemachtes Wasser gegossen, die zuriickbleibenden Glasperlen 
von anhaftender Substanz durch aufeinanderfolgendes Be- 
spiilen mit Wasser und wenig Aceton befreit, und nach 2 bis 
8stiindigem Stehen der ausgefallene Ather abgesaugt. Nach 
dem Waschen mit 2/n-Natronlauge und Wasser wurde auf T'on 
getrocknet. Rohausbeute 19 g. Durch Umkrystallisieren aus 
60° Petrolither wurden farblose Blitter vom Schmelzp. 71—72° 
in einer Menge von 17 g=70°/, der Theorie erhalten. Die 
Substanz blieb beim Kochen mit 2/n-Natronlauge unverindert:; 
mit alkoholischer Kalilauge fand in der Wiarme Abspaltung 
des Benzoylrestes statt. Monobenzoylhydrochinon-allylither ist 
in Ather, 60° Petrolither, Methanol und Ligroin leicht léslich. 
Zur Analyse wurde 1 Stunde im Vakuum iiber Schwefelsiure 


getrocknet. 
0,0916 g Substanz gaben 0,2535 g CO,, 0,0474 g H,0. 
C,,H,,0, = 254,19 Ber. C 75,57, H 5,55 %/, 


Gef. ,, 75,50, y 5,79 


Umsetzung von freiem Hydrochinon mit Allylbromid. 


22 g fein gepulvertes Hydrochinon (?/,, Mol) wurden in einer Flasche 
mit eingeschliffenem Stopfen unter kriiftigem Schiitteln mit Glasperlen 
portionsweise mit im ganzen 50 ccm Aceton versetzt, bis sich die Aceton- 
anlagerungsverbindung des Hydrochinons ohne Verbacken der ganzen 
Masse gebildet hatte. Dann wurden 34 g Allylbromid und 30 g Kaliun- 
carbonat zugesetzt und 24 Stunden auf der Maschine geschiittelt. Zur 
Vervollstiindigung der Reaktion wurde danach noch 8 Stunden am Riick- 
fluB gekocht, was sich durch Eintauchen der dickwandigen Flasche in 
ein Wasserbad und langsames Anwiirmen bewerkstelligen laBt. Nach 
dem Erkalten wurde abgesaugt und der Niederschlag bis zur Farblosig 
keit mit Aceton nachgewaschen. Das Reaktionsprodukt wurde dann 
durch Abdampfen — zum Schlu8 im Vakuum — vom Aceton und iiber- 
schiissigen Allylbromid befreit und das zuriickbleihende dunkle 01 mit 
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200 cem trocknem Benzol (100 cem je 10 g angewandtes Hydrochinon) 
versetzt und unter Kiihlung 1 Stunde stehen gelassen. Hierbei fiel das 
in kaltem Benzol schwer losliche unveriinderte Hydrochinon aus. Seine 
Menge betrug 6,5 g. Nach seiner Entfernung und dem Abdestillieren 
des Benzols blieben 24 g Gemisch von Mono- und Diallylither als 
dunkles klares Ol zuriick. 

Zu ihrer Trennung wurden diese 24 g in Ather gelist, mit 5,2 g 
Natronlauge in 25 eem Wasser durchgeschiittelt, die iitherische Lisung, 
die an die Natronlauge nichts mehr abgab, iiber Natriumsulfat ge- 
trocknet und der Ather abdestilliert. Der beim Stehen im evakuierten 
Exsiccator erstarrende Riickstand betrug 14,5 g und zeigte nach dem 
Umkrystallisieren aus hocksiedendem Petrolither den konstant bleiben- 
den Schmelzp. 36—37°. Die Analyse des nochmals umkrystallisierten 
Produktes stimmt auf den Diallylither des Hydrochinons. 

0,0917 g Substanz gaben 0,2540 g CO,, 0,0616 g H,0O. 

C,.H,,0, = 190,17 Ber. (© 75,75, H 7,42, 
Gef. ,, 75,57 ef | 

Die alkalische Lésung wird sofort unter Kiihlung mit 13 cem kon- 
zentrierter Salzsiiure angesiiuert, wiederholt ausgeiithert, die vereinigten 
Atherausziige mit wenig Kubikzentimeter Wasser gewaschen, iiber 
Natriumsulfat getrocknet und der Ather abdestilliert. Der Riickstand, 
der nach liingerem Stehen im evakuierten Exsiccator erstarrte, betrug 
9,1 g. Beim Umkrystallisieren aus 60° Petroliither wurden farblose 
Krystalle vom Schmelzp. 43° erhalten, die sich in Natronlauge unter 
Braunfiirbung Jlésten. Zur Analyse nochmals aus Petrolither um- 
krystallisiert, wurden auf Monoather stimmende Werte erhalten. 


0,0835 g Substanz gaben 0,2199 g CO,, 0,0501 g H,O. 
C,H,,O, = 150,18 Ber. C 71,98 °/, HW @72", 
Gef. ,, 71,95 y 6,70 
Aus der Mutterlauge konnten noch 2,5 g Hydrochinon erhalten 
werden, so daB also die Ausbeute an Monoallylither nicht iiber 6,6 g = 
22°/, der Theorie betrug. 


Umlagerung zum Monobenzoylallylhydrochinon. 


34 g reiner Monobenzoylhydrochinon-allylather wurden in 
einem schrig gestellten Eierkélbchen von 100 ccm Inhalt aus 
Jenaer Glas 2 Stunden!) im Metallbad und im Vakuum der 





) Anmerkung: Bei gréBeren Mengen — bis zu 100 g — ist die 
giinstigste Umlagerungsdauer ebenfalls noch 2—3 Stunden. GréBere 
Mengen auf einmal umzulagern, empfiehlt sich nicht, da bei langerem 
Erhitzen Nebenreaktionen auftreten, die zu harzigen, unbrauchbaren 
Produkten fiihren. 


7 . 
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Wasserstrahlpumpe im gelinden Sieden erhalten. Die Bad- 
temperatur muBte dabei von 130° auf etwa 280° gesteigert werden. 
Daraufhin wurde das Kélbchen gerade gestellt und die ge- 
samte Menge iiberdestilliert. Es wurden 32 g hellgelbes schweres 
Ol erhalten, das langsam Krystalle abzuscheiden begann. In 
ein Krlenmeyerkélbchen von 250 ccm iibergefihrt und mit 
etwa 100—150 ccm absolutem Ather versetzt, fielen farblose 
Nadeln aus, die nach einiger Zeit unter schwachem Saugen 
abgenutscht und mit wenig kaltem Ather nachgewaschen, 10,2 « 
ergaben. Schmelzp. 107—108°. Das itherische Filtrat wurde 
mit Alkali durchgeschiittelt, der Ather iiber Natriumsulfat ge- 
trocknet und verdampft, wobei noch weitere 3,1 g Dibenzoyl- 
allylhydrochinon vom Schmelzp. 107—108° resultierten. Die 
alkalische Lésung — wegen der Wasserléslichkeit des bei der 
Disproportionierung entstandenen Allylhydrochinons verwendet 
man mdglichst wenig 2/n-Natronlauge — wurde unter Kihlen 
mit flieBendem Wasser mit konzentrierter Salzsiure angesiuert, 
mehrfach ausgeithert, die atherische Lésung mit wenig Kubik- 
zentimeter Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet 
und der Ather verdampft. Es hinterblieben 17 g braunes Ol, 
das beim Stehen im evakuierten xsiccator vollig erstarrte. 


Benzoylierung. 

Diese 17g Gemisch von Allyl- und Monobenzoyl-ally!- 
hydrochinon wurden in etwa 20—30 ccm Pyridin gelést, 40 ¢g 
(31,7 g = Theorie) Benzoylchlorid zugesetzt und das Ganze 
1/, Stunde am RiickfluB im Sieden erhalten. Dann wurde in 
etwa 500 ccm 50° warmes Wasser gegossen, dieses etwa 
2—3 mal durch Dekantieren erneuert, die feste Benzoylverbin- 
dung nach dem Stehen iiber Nacht abgesaugt, mit 2/n-Natron- 
lauge und Wasser ausgewaschen und auf Ton im Exsiccator 
getrocknet. Aus absolutem Methanol umkrystallisiert, wurden 
18 g Dibenzoylallylhydrochinon vom Schmelzp. 107—108° er- 
halten, und beim Einengen der Mutterlauge und Versetzen 
mit Wasser bis zur Triibung weitere 7 g, die ebenfalls noch 
rein waren. Mit den 13,3 g durch Disproportionierung ent- 
standenen betrug die Ausbeute an Dibenzoylhydrochinon somit 
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38,3 g = 82°/, der Theorie. Die Substanz ist gegen kochen- 
des Alkali bestindig. Erst alkoholische Kalilauge verseift in 
der Warme. Der Korper ist in Ather, 60° Petrolither, Athanol, 
Methanol und Ligroin leicht léslich. Zur Analyse wurde noch- 
mals aus Methanol umkrystallisiert, wobei der Schmelzpunkt 
keine Verainderung erfuhr. 
0,0520 g Substanz gaben 0,1465 g CO,, 0,0236 g H,O. 
C.,H,,0, = 358,26 Ber. C 77,02, H 5,06 %/, 
Gef. ,, 76,86 > 5,07 


Dibenzoythomogentisinsaure. 


10 g reines Dibenzoylallylhydrochinon wurden in 160 ccm 
Kisessig heiB gelést und in die etwa 80° heiBe Lésung 2 Stdn. 
lang ein 2,5 Vol.-°/, Ozon enthaltenden nicht zu _raschen 
Sauerstofistrom eingeleitet. Die véllig farblos bleibende Lésung 
wurde dann in eine Porzellanschale gegossen und der Eisessig 
unter Zusatz von etwa 50 ccm Wasser auf dem Wasserbad 
vertrieben. Der hellgelbe krystalline Riickstand wurde mehr- 
fach mit Wasser verrieben und jedesmal wieder zur ‘T'rockne 
verdampft, bis kein Essigsiuregeruch mehr wahrzunehmen. war. 
Der vollig trockne harte. Riickstand wurde dann in einem 
kleinen Erlenmeyerkélbchen mit wenig absolutem Ather ver- 
rieben, bis er feinpulvrig geworden war. Unter schwachem 
Saugen wurde er dann im Porzellanfiltertiegel abgesaugt, mit 
wenigen Tropfen absolutem Ather nachgewaschen und im 
evakuierten Exsiccator getrocknet. Erhalten: 6,5g¢ rein weiBes 
Pulver vom Schmelzp. 180°, unscharf. Die Substanz lést sich 
in Soda und Ammoniak in der Kilte ohne Verfirbung, in 
Natronlauge dagegen unter starker Braunfarbung. Alkohol 
und Hisessig lésen leicht, Ather und Benzol schwer. Zur 
Analyse wurde aus absolutem Athanol noch 2 mal umkrystalli- 
siert, wobei der Schmelzp. 180—181° keine Erhéhung mehr 
erfuhr. 

0,0823 g Substanz gaben 0,2127 g CO,, 0,0331 g H,0O. 

C.,H,.0, = 376,24 Ber. C 70,20, H 4,28 °/, 
Gef. ,, 70,51 1, 4,50 
Aus der gelben itherischen Mutterlauge lieBen sich weitere 
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Krystallisationen nicht gewinnen. Um die darin noch vor- 
handene Siiure zu bestimmen, wurde das vom Ather befreite 
Filtrat nach der weiter unten gegebenen Vorschrift auf Homo- 
gentisinsiure verarbeitet, wobei 1 g von noch etwas unscharfem 
Schmelzp. 143° erhalten wurde. Nimmt man an, daB dieses 
Gramm als Dibenzoylhomogentisinsiiure vorgelegen hat, so er- 
hoht sich die Ausbeute um 2,2¢ auf 8,7 g = 83°/, der Theorie. 


Homogentisinsaure. 


10 g rohe Dibenzoylhomogentisinsiure wurden in einem 
50 com-Rundkélbchen mit 40 ccm 2/n-Natronlauge tiberschichtet 
und mit doppelt durchbohrtem Gummistopfen verschlossen. Durch 
die eine der Bohrungen fiihrte ein mit einer Stickstoffbombe 
in Verbindung stehendes Glasrohr, durch die andere ein mit 
Glashahn versehenes abgebogenes Rohr; beide endeten iiber 
der F'liissigkeit. Um alle Luft zu vertreiben, wurde 5 Minuten 
bei offenem Hahn ein lebhafter Stickstoffstrom hindurch ge- 
leitet. Dann wurde zuerst die Bombe, dann der Hahn ge- 
schlossen und die Dibenzoylhomogentisinsdéure durch Kinstellen 
des Kélbchens in ein Wasserbad unter Erwirmen in Lésung 
gebracht. Der steigende Druck des eingeschlossenen Gas- 
volumens konnte durch éfteres kurzes Offnen des Hahnes aus- 
geglichen werden, Nachdem alles in Lésung gegangen war, 
wurde noch 10 Minuten weiter erhitzt, dann im Stickstoffstrom 
erkalten gelassen, mit iiberschiissiger konzentrierter Salzsiure 
angesiiuert und in His gekiihlt. Die ausgefallene Benzoesiure 
wurde abgesaugt, mit wenig eiskalter, verdiinnter Salzsiure 
nachgewaschen, und das Filtrat 4mal mit je 100 com Ather 
ausgeiithert, die itherische Liésung iiber Natriumsulfat ge- 
trocknet und der Ather bis auf etwa 25 ccm abdestilliert. Nun 
wurde eine kleine Spatelspitze Tierkohle zugesetzt, geschiittelt 
und filtriert. Die urspriinglich rote Lésung war danach nur 
noch schwach rotlich gefiirbt. Sie wurde auf etwa 5—10 ccm 
weiter eingeengt und die Siiure mit Chloroform gefiallt. [r- 
halten: 4 g = 90°/, der Theorie. Durch nochmaliges Auflésen 
in wenig Kssigester und Ausfillen mit Chloroform wurde sie 
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schlieBlich in nur noch schwach gelblichen, aber analysen- 
reinen Prismen vom richtigen Schmelzp. 146—147° erhalten. 
0,1025 g Substanz gaben 0,2264 g CO,, 0,0481 g H,O. 


C,H,O, = 168,06 Ber. C 57,12 °, H 4,79 °/, 
Gef. ,, 57,45 »» 5,00 


Dibenzoylhomogentisinsauremethylester. 


2g nicht umkrystallisierte Dibenzoylhomogentisinsiure 
wurden in 25 ccm Methanol gelést und unter Kiihlung 0,5 g 
Salzsiuregas eingeleitet. Nach einigen Minuten begannen sich 
Krystalle abzuscheiden, die die Lésung allmihlich zum Krystall- 
brei verdickten. Nach 3/, stiindigem Stehen in Kis wurde ab- 
gesaugt und mit kaltem Methanol nachgewaschen und im 
evakuierten Exsiccator getrocknet. Erhalten: 2g vom Schmelz- 
punkt 122—123°. Zur Analyse wurde das Produkt mit 50° 
heiBer 2/n-Natronlauge digeriert, abgesaugt, mit Wasser aus- 
gewaschen und nach dem ‘T'rocknen nochmals aus Methanol 
umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt lag dann bei 125°. 

0,0571 g Substanz gaben 0,1470 g CO,, 0,0233 g H,O. 


C,3H,,.0. = 390,26 Ber. OC 70,75, H 4,64 %/, 
Gef. ,, 70,34 » 4,56 


Dibenzoylhomogentisinsaureathylester. 


2g rohe Dibenzoylhomogentisinsiure wurden in 25 ccm 
Athanol gelést und etwa 0,5 g Salzsiiuregas eingeleitet. Beim 
Kithlen fielen, genau wie beim Methylester, farblose Nadeln 
aus, die nach einiger Zeit abgesaugt, mit wenig kaltem Athanol 
nachgewaschen und getrocknet 2g ergaben. Schmelzp. 127 
bis 128° noch unschart. 

Sie wurden zur Entfernung von durch Umesterung ent- 
standenem Homogentisinsiure- bzw. Monobenzoylhomogentisin- 
siuredthylester durch Auskochen mit 2/n-Natronlauge befreit, 
abgesaugt, mit Wasser nachgewaschen und nach dem Trocknen 
aus Athanol oder Ligroin umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt 
hatte sich danach auf 130—131° erhdht und erlitt bei weiterem 
Umkrystallisieren keine Verinderung mehr. 
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Methyl- wie Athylester werden nur von alkoholischer Lauge, 
und zwar sehr rasch verseift. 
0,0957 g Substanz gaben 0,2513 g CO,, 0,0451 g H,O. 


C,,H_50, = 404,28 Ber. C 71,27°, H 4,90 °/, 
Get. ,, 71,64 y 5,27 


Homogentisinsaureathylester. 


2,3 g Dibenzoylhomogentisinsiure wurden mit 25 ccm Salz- 
siuregas gesittigtem absoluten Athanol 1 Stunde gekocht und 
iiber Nacht stehen gelassen; dann im Vakuum bei Wasser- 
badtemperatur vom Alkohol und Benzoesiureester befreit. Der 
Riickstand erstarrte sofort und betrug nach dem Abpressen 
auf Ton 0,8 g = 71 °/,. 

Aus Wasser umkrystallisiert, wurden farblose Krystalle 
von dem in der Literatur angegebenen Schmelzp. 119—120° 
erhalten. 











Zur Kenntnis des Cholesterinstoffwechsels 
im bebriiteten Ei. 


Von 


Kenzo Kusui. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie in Nagasaki. 
Vorstand: Prof. Tomita.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Dezember 1928.) 


Unter den Forschungsgebieten, die zurzeit unser Interesse 
auf sich gezogen haben, hat das Studium des Cholesterins und 
seiner Rolle im Organismus einen hervorragenden Platz ein- 
genommen. Besonders steht die Frage im Brennpunkt unseres 
Interesses, ob der Organismus wirklich imstande sei, Cholesterin 
neu aufzubauen. 

Was zunichst das bebriitete Hiihnerei betrifft, so ge- 
langten Thannhauser und Schaber?) zu dem Ergebnis, daB, 
pro Individuum berechnet, in den Embryonen etwa 10°/, mehr 
Cholesterin enthalten ist, als in den Eiern, wihrend H. Dam?) 
der Meinung war, daB der Anstieg von etwa 10°/, nicht er- 
heblich genug ist, um mit Riicksicht auf das beschrankte Ver- 
suchsmaterial mit vdélliger Sicherheit entscheiden zu kénnen, 
ob derselbe auf Synthese oder auf eine zufillige Variation 
zuriickzufihren ist. 

Man muB8 dabei zunichst bedenken, daB die Bedeutung 
des freien Cholesterins und die des Cholesterinesters nicht 
immer gleich, ja sogar vielleicht eine ganz und gar andere sei. 

So zeigt sich nach Hanes®’) eine Verminderung des freien 
Cholesterins im Embryo unter Zunahme seiner Esterverbin- 





1) Thannhauser u. Schaber, Diese Zs. Bd. 127, 8. 278 (1923). 
*) Dam, Biochem. Zs. Bd. 194, S. 188 (1928). 
’) Hanes, Jl. of exper. Med. Bd. 16, S. 512 (1912). 
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dungen, die vermutlich als Entgiftungsmittel fiir die bei der 
Phosphatidspaltung auftretenden freien Fettsiiuren gelten diirfen. 
Leider beruhen die experimentellen Grundlagen seiner An- 
schauungen lediglich auf einer mikroskopischen Reaktion, was 
die Sicherheit der Beweisfiihrung zumindest sehr beeintrichtigt. 
Durch eingehende chemische Untersuchungen hat  spiter 
J. H. Miller?) die Anschauung Hanes’ bestitigt. Seine Be- 
stimmungen weisen nach, daf das im frisch gelegten Hihnerei 
enthaltene Cholesterin zu etwa 90°/, in freiem Zustande auf- 
tritt. Dieser Zustand besteht bis zum 13. Bebriitungstage; 
von da ab erfolgt allmahlich Veresterung des Cholesterins, 
und zur Zeit des Auskriechens sind etwa 40°/, des Cholesterins 
in Form von KEstern vorhanden. Seine Befunde bis zum 
13. Bebriitungstage sind etwas schwankend; bei 7- und 9 tigiger 
Bebriitung tritt eine Vermehrung des freien Cholesterins deut- 
lich zutage. Ob der Hiihnerembryo wirklich schon bei dieser 
Periode Cholesterin synthetisieren kann, ist sehr fraglich. 

Es verlohnte sich also sehr wohl, schon allein zur Be- 
stiitigung die Versuche zu wiederholen, Daher stellte ich mir 
auf Veranlassung von Herrn Prof. Tomita die Aufgabe, die 
genauere Untersuchung nicht nur bei den sich entwickelnden 
Hiihnereiern auszufiihren, sondern auch das Verhalten im be- 
briiteten Reptilienei zu untersuchen. 

Erst wenn bei einer gréBeren Anzahl von Untersuchungen 
das Verhiltnis von freiem und gebundenem Cholesterin genau 
bestimmt sein wird, wird die Bedeutung des Cholesterins im 
Organismus zu erkennen und sein Ursprung zu beurteilen sein. 

In vollkommenem Einklang mit dem Millerschen Er- 
gebnis habe ich zuerst festgestellt, daB die Esterverbindungen 
sich beim hochentwickelten Hiihnerembryo auffallend ver- 
mehren. Das Resultat meiner Versuche iiber das freie Chole- 
sterin war aber etwas abweichend von Millers Befund. 
Findet im Verlaufe der Kibebriitung eine Mobilisierung vou 
freiem Cholesterin des Eiinhaltes in den werdenden Embryo 
statt, so erfolgt eine stetige Abnahme desselben. Niemals er- 
fiihrt es in der ganzen Bebriitungsperiode eine Vermehrung. 





1) J. H. Miiller, Jl. of Biol. Chem. Bd. 21, S. 23 (1915). 
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Blickt man nun aber auf die in folgender Tabelle ein- 
getragenen Mittelwerte des Gesamtcholesterins, so fillt auf, 
daB das Gesamtcholesterin im ganzen Ei bis zum 14. Be- 
briitungstage eine stetige Abnahme erfihrt, wiihrend bei weiterer 
Entwicklung des Embryos eine deutliche Zunahme erfolgt. 

Damit wird es in hohem MaBe wahrscheinlich, daB der 
hoch entwickelte Hiihnerembryo, wie Thannhauser und 
Schaber behaupteten, mehr oder weniger imstande sei, Chole- 
sterin neu aufzubauen. 

Bemerkenswert erscheinen hierbei die Ergebnisse meiner 
Untersuchung iiber das Verhalten des Cholesterins bei der 
Entwicklung des Reptilienembryos, nimlich, daB das freie 
Cholesterin und sein Ester bei der Bebriitung des Meerschild- 
kréteneies sich ganz ebenso verhalten wie beim Hiihnerei. 

Die Einzelheiten ergeben sich aus den nachstehend aus- 
gefiihrten Versuchsprotokollen. 


Experimentelle Belege. 


A. Versuche mit Hihnereiern. 


Als Untersuchungsmaterial bediente ich mich gleich groBer 
Kier, die von unter gleichen Bedingungen ernihrten Hennen 
derselben Rasse in einer bestimmten Frist gelegt worden waren, 
und zwar verwendete ich zum Teil frisch befruchtete Kier und 
zum Teil bebriitete Kier, die 3, 7, 14, 18 und 20 Tage alt 
waren. Hierklar, Dotter, Kmbryo, Amnios- und Allantois- 
wasser wurden dabei gesondert auf Cholesterin verarbeitet. 
Jede Portion wurde nach Fex’!) Vorschrift mit 2°/,iger Natron- 
lauge behandelt und im Wasserbad gekocht, bis die Masse 
gelést war, worauf das Cholesterin und die Cholesterinester 
aus der alkalischen Liésung im Scheidetrichter mit Ather 
extrahiert wurden. Nach dem Verdunsten des Athers wurde 
der getrocknete Riickstand zur Bestimmung des freien und 
gebundenen Cholesterins auf gewéhnliche Weise nach der 
Digitoninmethode in Arbeit genommen. Mit Riicksicht der 








1) Fex, Biochem. Zs. Bd. 104, S. 134 (1920). 
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Tagen 


in 


Bebriitungsdauer 
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14 


18 
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0,0014  0,0001 
0,0015 0,0015 





Amnios- 
wasser 


ter 


erines 





og Freies Cholesterin | 


oe Cholest 





Im ganzen Ei 


& = & 
25 5, #8 
2S 88/123 
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0,2734 0,0310 | 0,3044 
0,2191 | 0,0389 | 0,2580 

| | 
0,2080 | 0,0310 | 0,2390 
0,1891 | 0,0375  0,2266 
0,1477  0,1132 | 0,2609 
0,1194 | 0,1508 | 0,2702 
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Anschauungen von Thaysen’), Fex*) und Dam‘) habe ich 
bei der Ausfaillung des Digitonincholesterides immer iiber 
30°/, DigitoniniiberschuB verwendet und den Niederschlag 
24 Stunden lang stehen lassen. Bei der Verseifung des Chole- 
sterinesters bediente ich mich des von Windaus‘) angegebenen, 
spiter von Thaysen etwas modifizierten Verfahrens. 

Zu den Versuchen mit Eierklar und Amnioswasser ver- 
wendete ich 5 Hier von 14- und 18 tigiger Bebriitung, bei den 
Versuchen mit Allantoiswasser wurden jedesmal 2 Kier und 
bei den Untersuchungen mit 7tigigem Embryo 3 Kier ver- 
wendet. Bei den Versuchen mit anderen Materialien fand 
jedesmal 1 Ki Verwendung. 

Fiir jede Versuchsreihe wurden 5 Versuche unternommen. 
Die einzelnen Versuchsergebnisse stimmen bei allen Be- 
briitungsperioden immer so gut iiberein, dab man ohne Zwang 
Mittelwerte daraus ziehen kénnte, welche eine Grundlage fiir 
die Krkennung und die Beurteilung der Bedeutung des Chole- 
sterins zu geben imstande sind. Dabei zeigte sich folgendes 
Resultat (vgl. die Tabelle S. 104). 


B. Versuche mit Meerschildkroteneiern. 


Die Meerschildkréte, Thalassochelys corticata (Chelonia 
cauana) kommt in den Sommermonaten an den sandigen Kiisten 
des siidlichen Japans vor und legt dort ihre Kier ab. Ihre 
Legezeit beginnt bei uns meistens Mitte Juni und wibhrt 
héchstens bis Mitte August. Die Tiere legen gewoébnlich 
10—14 Dutzend Eier. Durch einen gliicklichen Zufall hat 
Herr Prof. Tomita im vorigen Sommer iiber 10000 Kier der 
Meerschildkréte von der Fukiagekiiste in der Prifektur Kago- 
schima bekommen und hat diese bei den ziemlich ausgedehnten 
chemischen Untersuchungen verwendet. Ich konnte zu meiner 
Untersuchung jedesmal 15 Kier verwenden und zwar zum Teil 


frische und zum Teil bebriitete Kier, die 15 Tage, 30 Tage 


1) Thaysen, Biochem. Zs. Bd. 62, S. 99 (1914). 
*) Fex, a. a. O. 
®) Dam, a. a, O. 
*) Windaus, Diese Zs. Bd. 65, S. 110 (1910). 
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und 45 Tage alt waren. (Die Jungen der Meerschildkréte 
schliipfen gewohnlich nach Verlauf von 7 Wochen aus.) 

Der Gesamtinhalt wurde zuerst mit Alkohol mehrmals 
ausgezogen und dann mit Ather griindlich extrahiert. Der 
Alkoholauszug wurde unter vermindertem Druck eingedampft 
und mit absolutem Alkohol erschépft. Diese alkoholische 
Lisung wurde mit dem Atherextrakt vereinigt und der ab- 
gedampfte Riickstand auf freies und gebundenes Cholesterin 
nach der Digitoninmethode verarbeitet. Die Resultate sind in 
folgender Tabelle zusammengestellt. 











be Siag a Auf 1 Ei berechnete 
S |e 2 x Menge des Mineo tes 
ines} =| ba +42 ow —_ ; Siig 
mn o as P} Z : | 
we |S Sligo] freien Chole- | freien | Chole- Gesamt- 
Bey e E Chole- sterin- Chole- | sterin- Chole- 
Bg 3 a ie} © & : - } ° 
a > sterins esters sterins | esters sterins 
D = 
» >| & g g g | 86 g 
Frisch] 15 | 528 | 0,9067  0,2333 | 0,0604 | 0,0156 | 0,0760 
15 | 15 | 545 | 0,8666 00,2382 | 0,0578 | 0,0159  0,0737 
30 15 510 0,5810 0,1410 0,0387 | 0,0094 0,0481 
45 15 600 0,4667 0,4254 0,0311 0,0283 0,0594 














Diese Arbeit wurde zum ‘T'eil mit Mitteln ausgefiihrt, die 
Herrn Prof. Tomita von der Kaiserlichen Akademie zur 
Férderung der Wissenschaften bewilligt waren. Wir sprechen 
dieser dafiir unseren Dank aus. 


f 
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XXIII. Mitteilung. 


Uber Bromporphyrin I und seine Uberfiihrung in Deutero- 
porphyrin.’) 
Von 


H. Fischer und G. Hummel. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Mlinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. November 1928.) 


Unter der Einwirkung von Brom auf in Eisessig geléstes 
Himatoporpbyrinchlorhydrat hatten wir das Bromporphyrin | 
erhalten.”) Auch aus Tetramethylhimatoporphyrin—Kisensalz 
liBt sich beim Bromieren in Chloroform ein zweifach ge- 
bromter Himinester erhalten, der mit dem Eisenkomplexsalz 
des Bromporphyrin I-Esters die gréfte Abhnlichkeit zeigt. 
Tetramethylhimatoporphyrin selbst gibt bei der Bromierung 
in Kisessig iiber ein schén krystallisiertes Perbromid einen 
Dibromkérper, dessen Ester wiederum dem Bromporphyrin | 
auBerordentlich ihnlich ist, wahrend die Bromierung von Proto- 
porphyrin auffallenderweise bis jetzt nur unerfreuliche Er- 
gebnisse*) zeitigte. Dagegen verhialt sich das Protoporphyrin 
bei der Behandlung mit Kaliummethylat durchaus analog dem 
Hiimin; auch hier tritt in guter Ausbeute Mesoporphyrin auf. 


'y Gugleich III. Mitteilung ttber Bromporphyrin I und Tetramethy]- 
hiimatoporphyrin-Eisensalz. [Diese Zs. Bd. 168, 8. 152 (1927); Bd. 175, 
S. 75 (1928); Bd. 177, S. 321 (1928)]. 

2) H. Fischer u. F. Kotter, Chem. Ber. Bd. 60, S. 1861 (1927). 

‘) D. h. amorphe Kérper wie bei Kiister und GroBe, Diese Zs. 
Bd. 179, S. 122 (1928). 
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Anhaltspunkte fiir das Entstehen von Hamoporphyrin’), das 
ja aus Himatoporphyrin entsteht, erhielten wir nicht. Schein- 
bar bedingt gerade der Oxyvinyl- bzw. Oxithylrest des Himato- 
porphyrins die Komplikationen bei der Himoporphyrinbildung, 
die noch nicht restlos geklart sind. 

Bromporphyrin I hatten wir folgende Konstitutionsforme] 


zugeschrieben (I): 








H,C-—=Br H,C-==CHOH-CH,Br H,C—==Br _H,C=—=Br 
irwe | uw | 
ee OF ee ee 

3 \ x . 

HC H I H CH : HC I Il I CH 
\ N N jf \ N N 
—_— C—"~ A“ ==0-—_ 

H | | 








S = CH,-CH,-COOH, 


d. h. wir nahmen an, daB die ungesattigte Seitenkette des 
Himatoporphyrins abgeschlagen wird, wahrend die gesiittigte 
eine Substitution erfahrt. An die Méglichkeit der Identitiit 
des Bromporphyrin I mit dem mit Lindner?) aus Deutero- 
porphyrin erhaltenen Dibromkérper (II) hatten wir gedacht®, 
jedoch waren gewisse Unterschiede vorhanden; insbesondere 
schmolz der Kster des Bromporphyrin J, das aus Tetramethy|- 
himatoporphyrin—Hisensalz bereitet war, 10° héher als der des 
Dibromdeuteroporphyrins. Die theoretischen Werte zwischen 
Bromporphyrin | und Dibromdeuteroporphyrin und ihren Deri- 
vaten liegen zumeist innerhalb der Fehlergrenzen. Der Uber- 
sicht halber fiihren wir die theoretischen Zahlen fiir beide 
Auffassungen an und darunter die bei den friiheren und neueren 
Analysen erhaltenen Zahlen mit der Angabe, an welcher Stelle 
die Originalzahlen zu finden sind. 


Bromporpbyrin I. 
C,,H,,0,N,Br, C 53,93°, H 4,54°%, N 7,87%, Br 22,44°, 


') R. Willstitter u. M. Fischer, Diese Zs. Bd. 87, S. 484 (1915), 
*) H. Fischer u. F. Lindner, Diese Zs, Bd. 161, S. 18 (1926). 
*) H. Fischer u. F. Kotter, Chem. Ber. Bd. 60, S. 1861 (1927). 
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Dibromdeuteroporphyrin. 


C,,H,,0,N,Br, C 53,89°, H 4,22°/, N8,38%, Br 23,93%, 
Gef. ,, 53,88 9 4,18 1 1519 23,15 3) 
9 53,78 1 4,55 y 8,38 , 23,20 3) 
Bromporphyrin I-Ester. 
1 | C,,H,,0,N,Br, © 55,12 %, H 4,90 °/, N 7,59 %, 
Dibromdeuteroporphyrinester. 
C,,H;,0,N,Br, © 55,17 %/, H 4,63 %/, N 8,05 °/, 
Gef.  ,, 54,57 » wat » IT 3) 
»» 34,74 » 4,80 yy 7,65 4) 
9, 00,04 5, 4,91 » ae 9 
54,93 » 4,90 » 8,26 %) 


Cu-Salz des Bromporphyrin I-Esters. 
(C,Hs,0,N,Br,)Cu  C 50,89°, H 4,27, N 6,99%, Br 19,94, 
Cu-Salz des Dibromdeuteroesters. 

(CygHs90,N,Br,)Cu C 50,68°/, H 3,99°%, N 17,89°/, Br 21,10%, 


Gef, 5, 00,85 » 4,49 5 1,48 5» 19,43 ‘) 
Eisensalz des Bromporphyrin I-Esters. 
(C,,H,,0,N,Br,)FeBr C 46,68 °/, H 3,92°/, N 641°, Fe 6,39 °%, 
Eisensalz des Dibromdeuteroesters. 


(CygH,,0,N,Br,)FeBr C 46,27°/, H 3,64%/, N 6,75°/, Fe 6,72°/, 
Gef. ,, 46,92 , 4,12 46,77 4, 6,94 % 


Bromierung von Tetramethylhimatoporphyrin-Eisensalz in Chloroform. 


Gef. C 46,36%  H 3,73°, _ Fe 6,48 °/, °) 
> 46,49 » 4,11 - » 6,78 
, 46,81 y 3,85 N 6,78,9, , 645 % 
», 46,54 », 3,84 aa = “a 
, 46,96 » 3,68 waa » 6,54 


Hamin des freien Bromporphyrin I. 
(C,,H,,0,N,Br,)FeBr 
C 45,40°/, H 3,58°/, N 662%, Fe 6,59°/, Br 28,34 °%, 





1) Diese Zs. Bd. 175, S. 82 (1928). 


7 A. a. O. S, 83. 3) A. a. O. S. 82. 
4) A. a. O. S. 83. 5) A. a. O. S. 84. 
6) A. a. O. S. 86. 7) A. a. O. S. 85. 
‘) A. a. O. S. 85. * A. a. O. S. 81. 


*°) Diese Abhandlung S. 115. 
Hoppe-Seyler‘’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXI. 
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Himin des freien Dibromdeuteroporphyrins. 
(C,,H,,0,N,Br,)FeBr 
C 44,90%, H 3,27 N 699%, Fe 696% Br 29,90%, 


ia) 


Gef. ,, 45,16 yy 3,52 1733 » 6,58 » 29,47 3) 


Perbromid des Tetramethylhiimatoporphyrins. 
C,,H,,0,N,Br, (Bromporphyrin I-Ester) 
C 35,76 °/, H 3,27, N 4,91 Br 49,04 °/, 
C,,H;30,N,Br, (Dibromdeuteroester) 
C 35,01%, H 303%, N 511% Br 51,01 °%/, 
Gef. ,, 35,43 y 3,64 » 5,36 48,66 2) 


Phyllin des ditertiiren Alkohols aus Bromporphyrin I-Ester. 
C,,H,,0,N,Br,Mg CC 56,65°/, H 5,55°/, N 7,35°%, Mg 3,19%, 


Phyllin des ditertiiren Alkohols aus Dibromdeuteroporphyrinester. 
C,H ,,0,N,Br,.Mg  C 56,79°/, H 5,33°% N 7,80% Meg 3,39°, 
Gef. » 56,61 », 6,08 9» 1,505 » S85 *) 
» 57,03 » 6,05 on ee 


Ester der Bromierung des Bromporphyrin I-Esters mit Phosphorpenta- 
bromid. 


C,,H,,0O,N,Br, C 46,26°/, H 3,89°/, N 6,35°/, Br 36,24 °/, 
Ester der Bromierung des Dibromdeuteroporphyrins, Deuteroporphyrins 
und Deuterohimins mit Phosphorpentabromid. 
C,,H,,0,N,Br, C 44,96°/, H 3,54°, N 656°, Br 37,44°, 


Gef.  ,, 46,64 » 4,08 > 6,87 » 36,08 + 
45,82 » 3,84 y 6,57 37,55 °) 
,, 45,36 y 3,90 ,, 6,76 » 31,63 
yy» 45,16 » 3,96 6,78 » 37,18 


Wie man sieht, liegen die gefundenen Werte zumeist 
zwischen den Theorien; vielfach stimmen die Werte besser aut 
Dibromdeuteroporphyrinx. Auf analytischem Wege ist eine Ent- 
scheidung zwischen den beiden Auffassungen schwer zu treffen. 
Dazu kommen noch die experimentellen Schwierigkeiten der 


') Diese Abhandlung §S. 123. 
*) Diese Zs. Bd. 175, 8. 86 (1928). 
*) Diese Abhandlung S$. 117. 
‘) Diese Abhandlung S, 124. 
*) Diese Abhandlung S. 125. 
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Analyse, die erfahrungsgemiB bei bromreichen Kérpern auf- 
treten. 

Nun hatten wir bei synthetischen Pyrrolen die Absprengung 
von ungesattigten und gesiittigten Seitenketten, auch Acety]- 
resten, unter EKinwirkung von Brom beobachtet'), so daB die 
angenommene Substitution in der einen Seitenkette fraglich 
erschien. Alle diese Griinde veranlaBten uns, die Identitiit 
von Bromporphyrin I mit Dibromdeuteroporphyrin neuerdings 
in Betracht zu ziehen und die nihere Untersuchung spricht 
im Sinne dieser Vermutung. 

Die Oxydation des Bromporphyrin I ergab mehr wie 1 Mol 
Bromzitrakonimid, allerdings ist diese Vermehrung der Aus- 
beute tiber 1 Mol hinaus so gering, daB wir aus diesem Er- 
gebnis allein keine entscheidenden Schliisse ziehen wollen, um 
so mehr als die Ausbeute am, allerdings krystallisierten, Roh- 
produkt bestimmt worden ist. Bei der Reinigung durch Subli- 
mation treten aber Verluste auf, so dab die Ausbeute nicht 
mehr 1 Mol erreichte. Dieselben Schwierigkeiten treten ja 
des 6fteren bei der Oxydation von Porphyrinen auf, so gibt 
Mesoporphyrin auch nur 1 Molekil Methylathylmaleinimid, 
obwohl auf Grund seiner Konstitution 2 Mol zu erwarten sind, 

Ferner erhielten wir bei energischer Reduktion und nach- 
folgender Oxydation kein Methylaithylmaleinimid, die totale 
Decarboxylierung ergab Deuteroitioporphyrin und endlich er- 
hielten wir bei der Reduktion des Bromporphyrin I nach 
M. Busch?) Deuteroporphyrin. Als Nebenprodukt trat 
»Chlorin“ auf, jedoch ist die Ausbeute noch so gering, daB wir 
die Isolierung auf diesem Wege zuriickgestellt haben. Wenn 
Bromporphyrin I in Deuteroporphyrin unter Bromabspaltung 
iibergeht, so ist damit natiirlich noch nicht die oben an- 
genommene Konstitutionsformel des Bromporphyrin I definitiv 
widerlegt, weil der Einwand gemacht werden kann, daB unter 
diesen Verhiltnissen die Brom und Sauerstoff enthaltende 
Seitenkette reduktiv abgesprengt wird. 





1) Liebigs Ann. der Chem. Bd, 462, 8. 210 bzw. 213 (1928). 
*) M. Busch, Zs. f. angew. Chem. 1925, 8. 521; M. Busch u. 
Stéve, Chem. Ber. Bd. 49, S. 1063 (1916). 


8 * 
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Auber der Buschreduktion erwies sich zur Entfernung des 
Broms auch die Bernsteinsiureschmelze als geeignet. Auch 
hier entstand Deuteroporphyrin; als Nebenprodukt trat in 
diesem Falle kein Chlorin auf. Auch hier wire aber natiir- 
lich die Absprengung der hypothetischen Bromoxithyl-Seiten- 
kette denkbar und es mu8 darauf hingewiesen werden, da’ 
von W. Kiister und H. Oesterlin?) bei der Kinwirkung von 
Brom auf Himinester an den Seitenketten gebromte Himin- 
derivate erhalten worden sind, die bei der Oxydation ein ge- 
bromtes methoxyliertes Imid gaben. 

Die Umsetzung von Bromporphyrin I-Ester mit Methyl- 
magnesiumjodid fiihrte in miBiger Ausbeute zum Phyllin des 
ditertiiiren Alkohols, dessen Analysen am besten auf nach- 
stehende Formel stimmen und im Sinne der Identitit von 
Bromporphyrin I und Dibromdeuteroporphyrin sprechen. 


H,C-——Br H,C Br bzw. CHOH-CH,Br 
H 











H,C\ , " 
HO—C.H,C-H,C CH,-CH,> C08 
H,C’ CH, 


Fiir die Auffassung der Identitit der gebromten Porphyrine 
mit Dibromdeuteroporphyrin sind die Mischschmelzpunkte der 
Ester und deren Komplexsalze anzufiihren, die keinerlei De- 
pression ergaben. In der Krystallform ergeben sich allerdings 
Unterschiede insofern, als der durch Bromierung von Tetra- 
methylhimatoporphyrin erhaltene Ester (I) und Dibromdeutero- 
ester aus Deuterohimin (II) miteinander krystallographisch*) 
identisch waren, hingegen krystallisierten der aus Himato- 


') Diese Zs. Bd. 136, S. 235 (1924); vgl. auch Chem. Ber. Bd. 58, 
S. 1022 (1925). 

2) Herrn Prof. Steinmetz sind wir wiederum fiir diese Unter- 
suchung zu groBem Dank verpflichtet. 
























E 
a 





Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 113 


porphyrin durch Bromierung in Kisessig hergestellte Ester (III) 
und der durch Enteisenung von gebromtem Tetramethylhimato- 
porphyrin—Eisensalz mit konzentrierter Schwefelsiiure dar- 
gestellte Ester (IV) verschieden voneinander. Ester IV ergab 
dagegen beim Umkrystallisieren und Impfen mit Krystallen 
von Ester I Krystallisationen, die mit Ester If identisch waren. 
Auch die krystallographische Untersuchung ergab also kein 
absolut eindeutiges Ergebnis, aber immerhin ist doch die Iden- 
titat von Bromporphyrin I und Dibromdeuteroporphyrin diuBerst 
wahrscheinlich. Wir halten es aber doch fiir zweckmibig, den 
Namen Bromporphyrin I beizubehalten, schon um die Her- 
kunft aus Hamatoporphyrin bzw. Tetramethylhimatoporphyrin— 
Hisensalz zu kennzeichnen. Spektroskopisch war absolute 
Identitit, auch bei der Projektion iibereinander, zwischen Brom- 
porphyrin I und Dibromdeuteroporphyrin und ihren Derivaten 
vorhanden. 

Wir fanden nun weiter, da8 unter dem KinfluB von Phos- 
phorpentabromid auf Bromporphyrin I, Dibromdeuteroporphyrin, 
Deuteroporphyrin und Deuterohimin Tetrabromprodukte ent- 
stehen, deren krystallisierte Ester denselben Schmelzpunkt von 
262° besitzen und miteinander keine Depression geben. Bei 
der Analyse der Ester ergeben sich zwischen dem aus Brom- 
porphyrin I und den Deuteroderivaten erhaltenen Tetrabrom- 
produkten auffallenderweise geringfiigige, aber deutlich repro- 
duzierbare Unterschiede dergestalt, daB fiir den Tetrabrom- 
kérper aus Bromporphyrin I die Analyse besser auf die alte 
Hormel stimmt als auf die neue als Dibromdeuteroderivat. 
Hier sind aber wieder die analytischen Schwierigkeiten von 
halogenreichen K6érpern zu _ beriicksichtigen. Die weitere Be- 
arbeitung dieser Bromkérper ist nach verschiedenen Richtungen 
hin in Angriff genommen. Sicher ist jedenfalls, daB Brom- 
porphyrin I sehr leicht in Deuteroporphyrin iibergeht unter 
den gleichen Bedingungen, wie die Entbromung des Dibrom- 
deuteroporphyrins gelingt, so daB auch auf rein chemischem 
Wege das Deuteroporphyrin zugiinglich geworden ist, iiber 
dessen Synthese vor kurzem berichtet wurde.') Bequemer ist 





') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 466, S. 178 (1928). 
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allerdings das schéne Verfahren von O.Schumm)), der den 
Resorcinabbau des Haémins durchgefiihrt hat und hierbei einen 
Kérper erhielt, den er ,,Pyroporphyrin“ nennt und der nach 
ihm dem Deuteroporphyrin auferordentlich nahesteht. 

Zur Gewinnung des ,,Pyratins“ (so nennt Schumm das 
Kisensalz des ,,Pyroporphyrins“) geniigt die Schmelze von 
Haimin mit der 3fachen Menge Resorcin vollkommen und wir 
konnten eindeutig die Identitit*) zwischen Deuteroporphyrin- 
ester und ,,Pyroporphyrinester“ feststellen. Die Mischschmelz- 
punkte der Ester und aller einschligigen Derivate ergaben 
keine Depression, ebenso lieferten die Analysen dieselben 
Resultate. Auch beim Tetramethylhimatoporphyrin—Eisensalz 
lassen sich mit Hilfe der Resorcinschmelze die Seitenketten 
leicht abspalten und man erhilt so Deuterohimin. Der neue 
Name ,,Pyroporphyrin“ %) erweist sich so als nicht mehr not- 
wendig, abgesehen davon, daB die Verwechslungsgefahr mit der 
Monocarbonsiaure Pyroporphyrin (mit 27) aus Chlorophyll groB ist. 

Endlich beschreiben wir noch die Uberfihrung von Himin 
in Tetramethyl—EKisensalz mit Hilfe von 1°/,iger Schwefelsiure, 
die in mé&Biger Ausbeute zum krystallisierten Praparat vom 
Schmelzp. 195° fihrt. Nach der Analyse liegt Tetramethyl- 
himatoporphyrin—Kisensalz vor, aber die Ausbeute kommt nicht 
an die mit Lindner seinerzeit gefundene aus Hamin heran. 
Der Versuch wurde wegen der Ausfiihrungen von O.Schumm'‘) 
durchgefiihrt. 

Nachschrift bei der Korrektur: Inzwischen ist die 
Konstitution der Seitenketten des Himatoporphyrins durch die 
Synthese®) geklirt. Das Hiimatoporphyrin enthalt 2 Oxiithyl- 
reste, und hat in Bestiitigung dieser Auffassung die Oxydation 
des T'etramethylhimatoporphyrins, die ich durch Herrn Dr.T reibs 
durchfiihren lieB, mehr als ein Mol. des von Kiister erhaltenen 


') Diese Zs. Bd. 178, S. 1 (1928). 

*) Liebigs, Ann. der Chem. Bd. 466, 8S. 178 (1928). 

8) A. a. O. 

*) Diese Zs. Bd. 170, S. 162 (1927). 

5) H. Fischer u. K. Zeile, Liebigs, Ann. der Chem. Bd. 453, 


S. 106 (1929). 
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methoxylierten Imids ergeben. Auch die Oxydation des Meso- 
porphyrins ergab mehr als ein Mo]. Methylaithylmaleinimid. So ist 
die Symmetrie der sauerstoff-haltigen Seitenketten des Himato- 
porphyrins erneut bewiesen und hiernach war die Wahrschein- 
lichkeit der Identitét von Bromporphyrin I mit dem Dibrom— 
Deuteroporphyrin sehr viel gréBer, denn es ist kein Grund vor- 
handen, daB 2 gleiche Seitenketten sich bei der Bromierung 
verschieden verhalten sollten. In der Tat hat die neuerdings 
wiederholte Oxydation des Bromporphyrin I bis zu 120°/, an 
reinem krystallisiertem sublimiertem Bromzitrakonimid (auf 
1 Mol. berechnet) ergeben. Bromporyhyrin I und Dibrom—Deutero- 
porphyrin sind also identisch; der Unterschied in den Schmelz- 
punkten und Krystallformen der Ester bedarf noch weiterer Auf- 
klarung. 
Versuche. 


Bromierung von Tetramethylhamatoporphyrin—Eisensalz in 
wasserfreiem Medium. 

Das verwendete Brom wird mit viel Phosphorpentoxyd 
getrocknet, das Chloroform zuerst mit Wasser ausgeschiittelt, 
dann mit Chlorcalcium und endlich mit Phosphorpentoxyd 
getrocknet. 


1. Mit 1,25 g Brom auf 1 g EKisensalz in Chloroform. Schmelzp. 300°, 
mit Bromporphyrin I-Ester—Eisensalz keine Depression. 
4,583 mg Substanz gaben 7,820 mg CO,, 1,575 mg H,O. 


(C,,H;,0,N,Br,)FeBr Ber. C 46,68 °/, H 8,92 °, 
(C3,H,,0,N,Br,)FeBr - 5, 46,27 9» 3,64 
Gef. ,, 46,54 » 8,84 


2. Mit 4Atomen Brom = 0,43g Brom auf 1g Eisensalz in Chloroform. 
Schmelzp. 298°, mit Bromporphyrin I-Ester—Eisensalz keine Depression, 

5,267 mg Substanz gaben 9,070 mg CO,, 1,735 mg H,O, 0,492 mg 
Fe,O,. 

4,275 mg Substanz gaben 0,267 ecm N (18°, 729 mm). 


(C,,H,;,0,N,Br,)FeBr (Bromporphyrin I ') 
Ber. C 46,68 °/, H 3,92 °%/, N 6,41 °/, Fe 6,39 °/, 


1) Auch bei den spiteren Analysen sind immer die theoretischen 
Werte fiir Bromporphyrin I und Dibromdeuteroporphyrin bzw. ihrer 
Derivate angegeben. 
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(C,,H,,0O,N,Br,)FeBr (Dibromdeuteroporphyrin) 


Ber.C 46,27 /, H 3,64 °/, N 6,75 °/, Fe 6,72 %, 
Gef. ,, 46,96 » 3,68 9 1,05 y 6,54 


Bromierung von Tetramethyl—Eisensalz in Eisessig. 


1 g Tetramethyl—Eisensalz wird in 150 ccm Kisessig unter 
Erwirmen gelést und zu der filtrierten kalten Lésung eine 
Mischung von 20 g Brom in 75 ccm Eisessig gegeben. Nach 
Stehen iiber Nacht wird abfiltriert und das in einer Ausbeute 
von 0,8 g erhaltene Bromierungsprodukt aus Pyridin-NaBr ge- 
sittigtem Eisessig unter Zusatz einiger Tropfen 66 °/,iger 
Bromwasserstoffsiure umkrystallisiert. Das gebromte Eisen- 
salz laBt sich auch aus viel siedendem Hisessig krystallisiert 
erhalten. 

4,000 mg Substanz gaben 6,575 mg CO,, 1,250 mg H,O. 

















5,240 mg » » 8,650 mg CO,, 1,710 mg H,O, 0,491 mg 
Fe,0,. 

3,180 mg m 5 0,187 cem N (20°, 725 mm). 

3,705 mg " » 0,213 eem N (17°, 714 mm). 
(C,,H;,0,N,Br,)FeBr 

Ber. C 46,68 °/, H 3,92 °%/, N 6,41 %/, Fe 6,39 %/, 
(C,,H,,0,N,Br,)FeBr 

Ber. C 46,27°,  H 3,64 °/, N 6,75°, Fe 6,72°/, 

Gef. ,, 44,83 » 3,50 » 6,53 a 

» 45,02 > 3,65 » 6,39 » 6,55 


Die Analysen stimmen also nicht auf das Eisensalz des Brom- 
porphyrin I-Ester und Dibromdeuteroporphyrinester; bei der Enteisenung 
entsteht aber Bromporphyrin I (vgl. unten). 

In Pyridin-Hydrazinhydrat: I. 554,1—544,7; II. 527,8—518,4 ; 

549,4 522,1 











Krystallographische Untersuchung. 


(Prof. Steinmetz). 


Ein aus siedendem Eisessig umkrystallisiertes Produkt zeigt diinne 
Tafelchen von charakteristischem Umri8, Rechtecke mit flachen Ein- 
kerbungen an den lingeren Kanten, mit scharfen (48—53°) an den 
kiirzeren Kanten, schwacher Dichroismus, die Schwingungsrichtung der 
rascheren Welle, welche die schirferen Einkerbungen miteinander ver- 
bindet, ist die schwach absorbierende.“ (Fig. 1.) 























Js 





Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 117 


Oxydation des in Eisessig bromierten Tetramethyl—Eisensalzes. 


1 g aus Pyridin—EKisessig umkrystallisiertes gebromtes 














Tetramethyl—Eisensalz wird in ca Soe 

300 ccm 70°/,iger Hssigsiure ui 

mit 2 g Chromsiiure oxydiert. 

Nach mehreren Tagen wird die V 

Essigsiure im Claisenkolben im 

Vakuum bei 30° abgedampft, | 

der Riickstand mit 10°/,iger \ ies 
Schwefelséiure versetzt und noch- l “Tl eeon, 
mals im Vakuum bei niedriger langsam 
Temperatur abgedampft, bis alle | Welle 








Kssigsiure verschwunden ist. 
Aus der basischen Atherfraktion \ 
wird ein bei 178° schmelzendes 
Imid erhalten, das mit Brom- 





SR cerlschwoe 


a? : absorbierenden 
citrakonimid keine Depresion raschererenWe//e 
ergibt. Fig. 1. 


Enteisenung des in Eisessig bromierten Tetramethyl—Eisen- 
salzes. 

Die Abspaltung des Eisens mit Hilfe von EKisessig—Brom- 
wasserstoff wird bei 95° in derselben Weise durchgefiihrt, wie 
dies bei der Enteisenung des in Chloroform gebromten Tetra- 
methyl—Eisensalzes beschrieben ist. Der erhaltene Ester schmilzt 
bei 278° und gibt mit Bromporphyrin I-Ester (aus Himato- 
porphyrin gewonnen) keine Depression. 


4,596 mg Substanz gaben 9,280 mg CO,, 1,985 mg H,0O. 


3,808 mg ~ » 0,281 cem N (20°, 712 mm). 
C,,H,,0,N,Br, Ber. C 55,12°, HH 4,90%,  N 7,59%, 
Cy2H,.0,N,Br, » 99: DD, 17 5) 4,63 » 8,05 

Gef. ,, 55,08 » 4,83 5, 8,05 


Die Enteisenung mit konzentrierter Schwefelsiure ergibt einen gut 
krystallisierten Ester vom Schmelzp. 282°, mit Bromporphyrin I-Ester 
(aus Hiimatoporphyrin) keine Depression. 

5,183 mg Substanz gaben 10,425 mg CO,, 2,375 mg H,0O. 

Gef. C 54,83 °/, H 5,13 °/, 
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Einwirkung von Methylmagnesiumjodid auf Bromporphyrin I- 
Ester. 

0,1 g Ester (aus Himatoporphyrin) wird am RiickfluB mit 
6 g Jodmethyl und 1 g Magnesiumspinen in absolutem Ather 
1 Stunde lang auf dem Wasserbad erhitzt. Der Ester lost 
sich mit roter Farbe in Ather. Man zersetzt das iiberschiissige 
Methylmagnesiumjodid vorsichtig mit Salmiaklésung, schiittelt 
die aitherische Lésung zur Entfernung etwa vorhandenen Por- 
phyrins mehrmals mit 1°/,iger HCl aus und wascht diese mit 
Wasser weg. Das nach dem Verdunsten des Athers ver- 
bleibende Phyllin krystallisiert aus Pyridin bei vorsichtigem 
Zusatz von Wasser in wetzsteinartigen Krystallen aus, welche 
bei 289° schmelzen. Zur Analyse lést man das Phyllin noch- 


mals in Ather und flockt es mit Petrolither aus. 
2,144 mg Substanz gaben 4,450 mg CO,, 1,165 mg H,0. 


3,283 mg - »  6,865mgCO,, 1,770mg H,0, 0,166 mg MgO 
4,816 mg is » 0,329 cem N (20°, 721 mm). 
C,,H,,0O,N,Br,Mg Ber. C 56,65°/, H 5,55°/) N 7,85°/, Mg 3,19 °%, 
C,,H,,0,N,Br,Mg ” ” 56,79 ” 5,33 ” 7,80 ” 3,39 
Gef. ,, 56,61 » 6,08 4, 7,55 mn 
» 57,03 ~—,,_: 6,08 on » 8,05 


Krystallographische Untersuchung 
von Herrn Prof. Steinmetz. 


1. Bromporphyrin I-Ester aus Tetramethylhimatoporphyrin besteht 
aus rautenférmigen Plittchen mit einem ebenen Winkel von 104°. Die 
Auslischungsrichtungen liegen den Diagonalen der Rauten ziemlich be- 
nachbart aber nicht ganz parallel, mit z. B. einer Differenz von 6—8’. 
Die Schwingungsrichtung der starken Absorption (gelbbraune Farbe) liegt 
im stumpfen ebenen Winkel (s. Fig. 2). 

II. Dibromdeutercporphyrinester aus Deuterohimin besteht aus 
sechsseitigen Plittchen mit den aufeinander folgenden ebenen Winkeln 
von 104, 125, 131°. Die Schwingungsrichtung der starken Absorption 
(gelbbraune Farbe) halbiert auch hier nur angenihert den stumpfen, 
Winkel von 104°. I und II diirften demnach identisch sein nur mit dem 
(morphologischen) Unterschied, daB II eine Kante mehr ausgebildet hat als]. 

Diirfte auch mit den friiher gemessenen Priiparaten’) identisch sein, 
wenn auch die Winkeliibereinstimmung nicht gut ist: 

P< «as « By 114° 139° 
weak awe es o OM 125 130. 


11 H. Fischer und F. Kotter, Chem. Ber. Bd. 60, S. 1865 (1927). 
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% Der Habitus ist der gleiche und die Schwingungsrichtung der starken 
Absorption liegt ebenfalls unsymmetrisch im Winkel von 107° (s., Fig. 3). 





forib/os 
schlwache 
Ablsorption 







Fig. 2. 


III. Bromporphyrin I-Ester durch Bromierung von Himatoporphyrin 
in Eisessig. Lingliche Plaittchen, wenig gut ausgebildet durch Abrundung 
der Kanten, aber wie die vorigen, zweizihlige Symmetrie zeigend. 





lschhwoche 
\Absorption 





rt 725, 





Fig. 3, 


IV. Bromporpbyrin I-Ester aus gebromten Tetramethyleisensalz 
durch Enteisenung mit konz. Schwefelsiure erhalten. Sehr diinne, zur 
Messung ginzlich ungeeignete Nadeln. 
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Ob III und IV mit I und II identisch sind, scheint mindestens sehr 
fraglich, der Habitusunterschied ist doch recht betrichtlich. Eher ist 
anzunehmen, daB sie beide untereinander identisch sind. 

Priparat IV mit einer Spur von I geimpft: In diesem Priparat 
liegen unzweifelhaft eine Anzahl Krystalle, die dem Typus von II durch- 
aus identisch sind; die Hauptmenge aber besteht aus linglichen Rauten 
mit folgenden Eigenschaften: Ebener Winkel der Rauten ist 122 bzw. 58°, 
die der stiirkeren Absorption entsprechende Schwingungsrichtung ist an- 
geniihert der lingeren Rautenkante parallel (s. Fig. 4). Die Frage, ob 
diese Rauten mit den Krystallen der Typen I und II identisch sind, méchte 
ich nicht unbedingt bejahen; eine Ahnlichkeit ist sicherlich in dem nahen 
Parallelismus der stark absorbierenden Schwingungsrichtung mit der einen 
Kante vorhanden; der anliegende Winkel von 122° ist in der Tat auch 
dem von 125° uhnlich und an einigen Krystillechen wurden auch etwas 
gréBere Winkel beobachtet, wenn auch gerade die best ausgebildeten 
Individuen ziemlich scharf an 122° liegen. Da man aber erfahrungs- 





722° 58 


=-—— ————" anaes ene 


slarke 


bsorption 





Fig. 4. 


gemiB bei all diesen Priparaten kein allzu groBes Gewicht auf Winkel- 
differenzen legen darf, besteht wohl eine gewisse Wahrscheinlichkeit 


fiir Identitat.“ 


Oxydation von Bromporphyrin I-Ester mit Chromsaure. 


1 g Ester (aus gebromtem Eisensalz mit konz. Schwefel- 
siure hergestellt) wird in 200 ccm 30°/,iger Schwefelsiure 
geliést und mit 2 g Chromsiure oxydiert. Die basische Ather- 
fraktion hinterliBt beim Eindunsten 0,32 g rohes Bromcitrakon- 
imid (Theorie fir 2 Mol Imid 0,52 g), die saure Fraktion 
0,26 g Himatinsiure (Theorie fiir 2 Mol Hamatinsiure 0,5 g). 
Nach Sublimation des Imids im Vakuum bei 90° verbleiben 
0,19 g reines Produkt. 


Oxydation von Bromporphyrin I mit Salpetersaure. 


0,1 g Bromporphyrin I wird mit 30 cem rauchender Sal- 
petersiiure erwirmt bis zur vollstiindigen Zerstérung des Farb- 





i” Ateew Ee _ _ ta, Ee ee ae. 
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stoffes, dann mit Wasser verdiinnt und ausgeithert, die itherische 
Lésung mit Soda ausgezogen und mit Wasser gewaschen. Der 
krystallisierte Riickstand nach Verdunsten des Athers 0,023 g 
(Theorie fiir 1 Mol Imid 0,026 g) sublimiert im Vakuum bei 95° 
in breiten Tafeln. Schmelzp.177°, mit Bromcitrakonimid keine 
Depression. Zur Analyse wird das Imid nochmals im Vakuum 
sublimiert. 

2,760 mg Substanz gaben 0,184 ecm N (20°, 707 mm). 

C;H,O,NBr Ber. N 17,37 °/, Gef. N 17,23 °/,. 


Oxydation von Bromporphyrin I mit Wasserstoffsuperoxyd. 


Etwas Bromporphyrin I-Ester (aus gebromtem Eisensalz 
mit Schwefelsiure hergestellt) wire in konz. Schwefelsiure ge- 
lést und zu der roten Lésung vorsichtig tropfenweise bei 40° 
3°/,iges Wasserstoffsuperoxyd zugegeben. Die Liésung hellt 
sich tiber miBfarben braune Tone, die deutlich Streifen im 
Rot zeigen, vollstindig auf. Man dthert aus, das im Vakuum 
sublimierte Imid schmilzt bei 178° und gibt mit Bromcitrakon- 
imid keine Depression. 


Reduktion von Bromporphyrin I nach M. Busch. 


1 g freies Bromporphyrin I (aus gebromtem Kisensalz 
mit Bromwasserstoff—Kisessig hergestellt) wird mit 1000 ccm 
5°/,igem alkoholischem Kali, 15 com Hydrazinhydrat und 
20 g Palladium—Calciumcarbonat am RiickfluB gekocht. Beir. 
Einengen des Filtrats scheiden sich glitzernde Blattchen von 
wenig charakteristischem UmriB aus. Da der Katalysator noch 
betrachtliche Mengen Porphyrin enthilt, wird er nochmals mit 
alkoholischem Kali und Hydrazinhydrat erhitzt. Das ein- 
geengte Filtrat wird mit Wasser verdiinnt und mit Salzsiure 
schwach sauer gemacht. Im Scheidetrichter wird der gesamte 
Farbstoff dann mit wenig Ammoniak in Ather gebracht. An 
0,3 °/,ige HCl gibt die itherische Lésung betrachtliche Mengen 
Porphyrin ab, das spektroskopisch identisch ist mit Deutero- 
porphyrin, die letzten Reste Porphyrin werden mit 1 °/,iger 
Salzsiure herausgeholt; die beiden salzsauren Fraktionen sind 
spektroskopisch miteinander identisch. Man bringt das Por- 
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phyrin mit Ammoniak in Ather, verdampft zur Trockne und 
verestert mit Chlorwasserstoff—Methylalkohol. Der Ester 
krystallisiert in feinen, gut ausgebildeten Nadeln aus. Schmelz- 
punkt 220° (korr.). Mit analytischem Deuteroester (Schmelz- 


punkt 221°) keine Depression. 
4,637 mg Substanz gaben 12,145 mg CO,, 2,805 mg H,O. 


3,262 mg ” » 0,294 cem N (20°, 728 mm). 
C,,H,,0,.N, Ber. C 71,34°,  H 6,86°/, N 10,41 °%/, 
Gef. ,, 71,42 » 6,77 > 10,06 


Spektrum des Esters in Ather: 
I. 622,3—619,0 ; II. (608,0); III. (595,0); | IV. 578,1—572,1 ; 

















620,6 575,1 
V. 567,0—563,0; VI. 556,5; VII. 527,7—519,7; VIII. 504,5—478,2; 
565,0 523,7 491,3 


E.-Abs. etwa 432. VIII, VII, I, V, IV, II, II, VI. 
Mit Deuteroester projiziert véllig identisch. 


Die mit 0,3 und 1°/,iger Salzsiure extrahierte Atherlésung gibt 
an 5°/,ige Salzsiiure ,,Chlorin‘ ab, das sich in dieser mit tiefblauer 
Farbe lést. Mit Ammoniak in Ather getrieben zeigt sich folgendes 




















Spektrum: 
I. 651,5—630,5 ; II, 622,3—618,7 ; TIL. (610,0);_ IV. 595,1; 
641,0 620,5 
V. 575,0—572,2 ; VI. 567,0—564,2 ; VII. 528,8—520,0 : 
573,6 565,6 524,1 
VIII. 508,0--477,0 : E.-Abs. etwa 435. I, VII, VII, II, VI, V, IV, III. 
492,5 


Entbromung von Bromporphyrin I-Ester mit Bernsteinsaure. 


1 g Bromporphyrin 1-Ester (aus gebromtem Tetramethy|- 
himatoporphyrin—Kisensalz durch Enteisenung mit konzen- 
trierter Schwefelsiure hergestellt) wird in der Achatreibschale 
innig mit 3 g Bernsteinsiure verrieben und dann 20 Minuten 
lang im Olbad auf 220° erhitzt. Zur Entfernung der Bern- 
steinsiure wird die Schmelze dann mit Wasser heiB aus- 
gezogen und der verbleibende schwarze Riickstand im Rohr 
mit Kisessig extrahiert. Die Hisessiglésung wird mit Ather 
versetzt und der Kisessig mit Wasser herausgewaschen. An 
0,5°/,ige HCl gibt die Atherlésung betriachtliche Mengen von 














ft 





zeigt die mit Pyridin verdiinnte Lésung einen feinen ver- 
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Porphyrin ab, nach dem Ubertreiben in Ather wird dieser 
weggedampft, der Riickstand verestert. Der aus Chloroform— 
Methylalkohol krystallisierende Ester schmilzt bei 222° und 


gibt mit Deuteroporphyrinester keine Depression. 
5,122 mg Substanz gaben 13,350 mg CO,, 2,970 mg H,O. 





C,,H;,,0,N, Ber. C 71,34 °, H 6,36 °/, 
Gef. ,, 71,08 » 6,49 
In Ather: 622,1—619,2 usw. 
620,6 


Mit Deuteroester spektroskopisch verglichen volle Identitit. 
Aus der mit 0,5°/, HCl ausgezogenen Atherlisung geht 
in 10°/,ige Salzsiure ein Teil des Porphyrins, das nach dem 
Verestern bei 277° schmilzt und mit Dibromdeuteroporphyrin- 
ester keine Depression gibt. 
In Ather: 625,2—622,5 usw. 
623,9 





Versuch zur Reduktion von Deuteroporphyrinester nach 
M. Busch. 


1 g Deuteroporphyrinester wird in 100 ccm 10°/,igem 
alkoholischem Kali unter Verseifung gelést und mit 10 ccm 
Hydrazinhydrat und 10 g Palladium—Calciumcarbonat 1 Stunde 
lang am RiickfluB gekocht, dann heiB vom Katalysator ab- 
gesaugt und die alkoholisch-alkalische Lésung eingeengt. 
Beim Stehen scheidet sich das Kaliumsalz in glitzernden 
slittchen aus, der daraus erhaltene Ester schmilzt bei 221° 


‘korr.) und gibt mit Deuteroester keine Depression. 
5,040 mg Substanz gaben 13,110 mg CO,, 3,000 mg H,O. 





2,425 mg - » 0,217 cem N (18°, 726 mm). 
C3.H;,0,N, Ber. C 71,34 °/, H 6,86 °/, N 10,41 °/, 
Gef. ,, 70,95 , 6,66 ,, 10,08 
Der Ester zeigt in Ather folgendes Spektrum: 623,1—619,9 ... 
621,5 


Mit Deuteroester in Ather spektroskopisch verglichen identisch. 


Belichtung von Bromporphyrin I-Ester. 
1 g Ester (aus gebromtem Hisensalz) wird im Quarzkolben 
in 50 cem Pyridin gelést und die tiefrote Lisung,im Freien 
dem Tageslicht ausgesetzt. Beginn 22. IJ. 28. Nach 7 Tagen 
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waschenen Streifen bei 658,1, das iibrige Spektrum ist normal. 
Am 23. IV., also nach 2 Monaten, wird der Versuch ab- 
gebrochen, die Pyridinlésung ist nur noch schwach rot gefirbt 
und am Boden haben sich infolge der Verdunstung des Pyridins 
rote Krystalle vom Schmelzp. 270° abgeschieden, welche aus 
Chloroform—Methylalkohol umkrystallisiert bei 276° schmelzen, 


mit Bromporphyrin I-Ester keine Depression. 
4,387 mg Substanz gaben 8,780 mg CO,, 1,920 mg H,0O. 





C,,H;,0,N,Br, Ber. C 55,12 °/, H 4,90 °/, 
C;,H,,0,N,Br, 9» 97: DO,1T » 4,63 
; Gef. ,, 54,63 » 4,89 
In Ather: 626,3—622,3 usw. 
624,3 


Mit Bromporphyrin I-Ester spektroskopisch véllig identisch. 


Gewinnung des Bromporphyrin I-Eisensalzes. 

0,75 g Bromporphyrin I-Ester—Kisensalz (durch Bromieren 
von ‘l'etramethyl—Kisensalz in Chloroform hergestellt) wird mit 
300 ccm 10°/,igem alkoholischem Kali und 200 cem Alkohol 
am RiickfluB gekocht, das Eisensalz geht anfangs mit schon 
roter Farbe in Liésung, nach !/, stiindigem Kochen aber ist 
es fast vollkommen ausgefallen. Man filtriert die erkaltete 
Lésung ab, reibt den Riickstand mit n/10-NaOH an, worin er 
vollstiindig léslich ist, und fiallt das Haimin mit wenig Eis- 
essig, filtriert und wascht mit Wasser gut aus. Nach dem 
Trocknen wird mit Pyridin extrahiert und die Losung zu 
heiBem, mit 66 °/,iger Bromwasserstoffsiure versetzten Kisessig 
gegeben, worauf beim Erkalten das Haimin auskrystallisiert. 
Zur Analyse wird es aus Pyridin—Kisessig-HBr umkrystallisiert. 

5,354 mg Substanz gaben 8,685 mg CO,, 1,685 mg H,O, 0,500 mg 
Fe, QO. 








3,020 mg ” » 0,199 cem N (20°, 723 mm). 
4,578 mg ~ » 3,170 mg AgBr. 
(C,,H,,0,N ,Br,)FeBr 


Ber. C 45,40°/, H 3,58% N 6,62%/, Fe 659°, Br 28,34°, 
(Cy9H,,0,N,Br,)FeBr 
Ber. C 44,90°, H 3,27°, N 6,99% Fe 6,96°%, Br 29,90°, 
Gef. ,, 45,16 » 3,52 »» 1,88 6,53 » 29,47 
In Pyridin-Hydrazinhydrat: I. 551,9—545,0 ; II. 520,0. 





548,5 
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Bromierung von Bromporphyrin I mit Phosphorpentabromid. 

0,1 g Bromporphyrin I (aus Hiimatoporphyrin) wird im 
zugeschmolzenen Rohr mit 1 g Phosphorpentabromid im sieden- 
den Wasserbad 1 Stunde lang erhitzt. Es tritt Verfliissigung 
des Phosphorpentabromids ein, in welchem sich das Porphyrin 
mit tief roter Farbe lést. Beim Offnen des Rohres nach dem 
Erkalten ist ziemlich starker Druck vorhanden. Man versetzt 
mit Wasser, filtriert das abgeschiedene Porphyrin ab, wiischt 
mit Wasser siurefrei und verestert den Riickstand mit Methyl- 
alkohol—Chlorwasserstoff. Schmelzp. 263 °. 

8,956 mg Substanz gaben 6,765 mg CO,, 1,425 mg H,0O. 

















4,319 mg - ‘“ 0,271 cem N (20°, 715 mm). 
4,101 mg - 1 3,477 mg AgBr. 
C,4H,,0,N,Br, Ber. C 46,26°/, H 3,89°/, N 6,35°/, Br 36,24 °%, 
O5,Hs00,N, Bry » —-9y:«44,;96 » 3,54 »» 6,56 5, 37,44 
. Gef. ,, 46,64 », 4,03 »» 6,87 »» 36,08 
In Ather: 
I, 628,6—623,6; If. (599,0); TIT. 582,7—574,8; 1V. 572,3—567,1 
626,1 578,7 569,7 
V. 542,2+ ++ 537,4—525,8; VI. 508,5—488,5; E.-Abs. etwa 432. 
531,6 498,5 


Reihenfolge der Intensitaéten: VI, V, I, 1V, III, If. 


Oxydation des Bromierungsproduktes. 


0,6 g des rohen mit Wasser gefillten Produktes, das bei 
der Bromierung von Bromporphyrin I-Ester (aus gebromtem 
Kisensalz mit konzentrierter Schwefelsiure erhalten) gewonnen 
wurde, werden mit 120 ccm 33 °/,iger Schwefelsiure versetzt. 
Der K6rper geht erst langsam nach Zugabe von 1,2 g Chrom- 
siure und auch dann nicht vollstindig in Lésung. Nach 
4 Tagen wird der Ansatz ausgeiithert. Die Imidfraktion ent- 
halt 0,11 g Imid vom Schmelzp. 177°, das mit Bromzitrakon- 
imid keine Depression gibt. 


Bromierung von Dibromdeuteroporphyrinester mit Phosphor- 
pentabromid. 

0,5 g Dibromdeuteroester (durch Bromieren yon Deuteroporphyrin- 
ester in Eisessig erhalten) wird, wie oben beschrieben, mit 5 g Phosphor- 
pentabromid bromiert. Schmelzpunkt des Esters 262° (korr.). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXI. 9 
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4,098 mg Substanz gaben 6,810 mg CO,, 1,405 mg H,0. 


4,197 mg - 5, 0,250 ecm N (22°, 724 mm). 
10,807 mg - » 9,535 mg AgBr. 
C,,H,,0,N,Br, Ber. C 44,96°/, H 3,54°/, N 6,56°/, Br 37,44°,, 
Gef. ,, 45,32 » 8,84 » 6,57 87,55 


0,5 g Deuteroporphyrinester mit 5 g PBr, bromiert und verestert. 
Schmelzp. 260°. Ausbeute 0,5 g. 
4,232 mg Substanz gaben 7,035 mg CO,, 1,475 mg H,O. 


8,944 mg " » 0,243 ecm N (22°, 721 mm). 
6,899 mg - » 6,100 mg AgBr. 
C,,H,,0,N,Br, Ber. C 44,96°/, H 3,54°/, N 6,56°/, Br 37,44"), 
Gef. ,, 45,36 , 3,90 y 6,76 » 37,63 


U,5 g Deuterohimin mit 5g PBr, bromiert. Ausbeute an rohem 
enteisentem Material 0,9 g; der in der iiblichen Weise erhaltene Ester 
schmilzt bei 263° (korr.). 

4,478 mg Substanz gaben 7,415 mg CO,, 1,585 mg H,0. 


4,241 mg i sy 0,262 cem N (22°, 721 mm). 
7,735 mg i » 6,750 mg AgBr. 
s3Hs,0,N,Br, Ber. C 44,96°/, H 3,54°/, N 6,56°/, Br 37,44°/, 
Gef. ,, 45,16 » 3,96 , 6,78 » 87,13 


Uberfiihrung von Protoporphyrin in Mesoporphyrin.') 

2 g Protoporphyrin werden mit 50 ccm konzentriertem 
methylalkoholischem Kali und 100 ccm Pyridin im Silbertiegel 
im Autoklaven 5 Stunden lang auf 200° erhitzt. Nach dem 
Erkalten hatte sich eine gut krystallisierte Kaliumverbindung 
ausgeschieden. Diese wird mit n/10-NaOH versetzt, vom aus- 
geschiedenen Porphyrin abfiltriert und dieses nach Uberfiihrung 
in das Natriumsalz verestert. Der erhaltene Ester erwies sich 
als Mesoporphyrinester vom Schmelzp. 214°, mit Mesoester 
(aus Mesohiimin mit konzentrierter Schwefelsiure hergestellt) 
keine Depression. Ausbeute 0,5 ¢ Ester. Auch die Analyse 


bestitigte das Resultat. 


Behandlung von Hamin mit 1°/,iger Methylalkohol—Schwefel- 
saure. 

3 g Himin werden mit 1500 ccm 1°/, Schwefelsiure ent- } 

haltendem Methylalkohol am RiickfluB gekocht, bis das Himo- 


') Von Fri. E. Jordan durchgefiihrt. 
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chromogenspektrum in Pyridin—Hydrazinhydrat den Wert 548 
zeigte. 

Die weitere Aufarbeitung geschieht in iiblicher Weise. 
In der Mutterlauge des mit 1 °/,iger Salzsiure gefillten Kisen- 
salzes war keine Spur eines Porphyrins nachzuweisen. Schmelz- 


punkt 195° (korr.). 
4,848 mg Substanz gaben 10,900 mg CO,, 2,685 mg H,O, 0,525 mg 


Fe,O,. 
3,561 mg ‘ 0,248 cem N (21°, 718 mm). 
3,860 mg 9 » 4,405 mg Ag. 
3,762 mg 1 » 4,250 mg AgJ. 
C,,H,,0,N,FeCl 
Ber. C 61,30°/, H 5,85%, N 7,58°/, Fe 7,51°/, OCH, 16,68 °%, 
Gef. ,, 61,33 » 6,19 y 1,64 9 1,57 » 15,08 


ik - 0s - 14,93 


Deutérohamin.') 

5 g Hamin werden mit der 3 fachen Menge Resorcin ver- 
rieben und 45 Minuten lang auf 190—200° im Olbad erhitzt. 
Die erkaltete Schmelze wird mit Ather aufgenommen und ab- 
filtriert, der Riickstand mit Ather gut ausgewaschen und ge- 
trocknet. Umkrystallisiert wird in der beim Hamin iiblichen 
Weise, nur daB wir statt der von Kiister vorgeschriebenen 
Menge von 1 ccm konzentrierter Salzsiiure auf 1 g Hiamin 
3,2 com verwandten. Unter diesen Bedingungen krystallisiert 
ein Chlorhydrat des Deuterohimins aus, wie die Analyse be- 
weist. Bei Vermeidung dieses Uberschusses krystallisiert das 
Himin in der iiblichen Zusammensetzung.”) Wahrscheinlich 
erklaren sich so die verschiedenen Krystallformen des Kérpers, 
die Schumm!) beobachtet hat. In der Tat krystallisiert das 
Chlorhydrat in Prismen, wihrend das Himin in rautenformigen 
Blattchen?) erscheint. Zur Analyse wurde Substanz I und II 
bei 60° zur Konstanz getrocknet, III bei 110°, wobei noch 
eine Gewichtsabnahme von 1,4°/, erfolgte. 


1 Die folgenden Versuche wurden von Herrn G. Vilsmeier Ende 
Sommersemester 1928 ausgefiihrt und bestitigen die Schummechen 


Ergebnisse. 
*) Diese Zs. Bd. 161, S. 30 (1926); Liebigs Ann. der Chem. Bd. 466, 
S. 186 (1928). 


*) Diese Zs. Bd. 178, S. 3 (1928). 
g* 
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I. 4,390 mg Substanz gaben 9,010 mg CO,, 1,900 mg H,0, 0,494 mg 


3,830 mg " », 0,281 cem N (20°, 721 mm). 
6,703 mg is , 8,150 mg AgCl. 
II. 4,983 mg is »  10,210mg CO,, 2,140 mg H,9, 0,579 mg 
Fe,O;. 
3,541 mg ‘4 » 0,264 cem N (20°, 724 mm). 
III. 4,622 mg - +» 9,520 mg CO,, 2,030 mg H,0O, 0,573 mg 
Fe,0,. 
3,361 mg - » 0,262 com N (22°, 723 mm). 
6,006 mg is » 2,780 mg AgCl. 
C,,H,,0,N,FeCl 
Ber. C 60,26°/, H 4,399, N 9,88, Cl 5,93, Fe 9,34 °, 
C,.H,,0,N,FeCl-HCl 
Ber. C 56,80°/, H 4,89°/, N 8,84°/, Cl 11,17°/, Fe 8,83°), 
I. Gef. ,, 55,97 4,84 » 8,00 11,63 1,87 
Il. ,, 4, 55,88 » 4,81 y 8,27 ie » 8,13 
i) iia 5, 06,18 5, 4,92 » 8,57 9, 11,45 », 8,68 


Das Hamin abt sich leicht verestern durch etwa 1/, Stunde 
langes Kochen mit CH,OH—HCI: 0,3 g Deuterohimin mit 
3 ccm Methylalkohol unter Zusatz von 30 ccm rauchender 
Salzsiure. Der Ester wird aus Benzol umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 251°, stimmt mit friiheren Befunden?) iiberein. 


5,215 mg Substanz gaben 11,730 mg CO,, 2,590 mg H,O, 0,647 mg 
Fe,O3. 


3,435 mg - » 0,290 com N (23% 723 mm). 
11,191 mg - » 2,435 mg AgCl. 
CygH3,0,N,FeCl 
Ber. C 61,39°/, H 4,83%, N 896% Fe 892°, Cl 5,66°%, 
Gef. ,, 61,35 yy B,DD » 9,26 » 8,67 5,38 


Durch Einfiihrung von Eisen in Deuteroporphyrindimethy|- 
ester mit Hilfe von Ferroacetat in Hisessiglésung unter Koch- 
salzzusatz wurde ein Deuterohiminester erzielt, der den 
Schmelzpunkt von 248—249° hatte und sich als identisch mit 
obigem Ester erwies. Die spektroskopischen Werte des Deutero- 
himins und Deuteroporphyrins erwiesen sich als restlos identisch 
mit dem synthetischen Produkt.?) 


') Diese Zs. Bd. 161, S. 30 (1926). 
®) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 466, S. 178 (1928). 
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Deuterohéamin aus Tetramethylhamatoporphyrin—Eisensalz. 


1 g Tetramethylhimatoporphyrin—Kisensalz wird mit der 
3 fachen Menge Resorcin 1 Stunde lang auf 190—200° erhitzt. 
Nach dem Erkalten wird die Schmelze fein gepulvert, mit 
Ather ausgezogen, abfiltriert, mit Ather nachgewaschen und 
der Filterriickstand getrocknet. Riickstand 0,95g. Umkrystalli- 
siert wurde genau so wie beim Himin iiblich. Hier war also 
das Himin normaler Zusammensetzung entstanden. 


4,524 mg Substanz gaben 10,060 mg CO,, 2,230 mg H,O, 0,576 mg 
Fe,O3. 


2,782 mg " » 0,231 ecm N (19°, 719 mm). 

5,585 mg ” » 1,505 mg AgCl. 
Ber. C 60,25°/, H 4,399, N 9,37°, Fe 9,34°, Cl 5,93°%/, 
Gef. ,, 60,25 9 3,39 y 9,18 8,91 » 6,66 


Die Enteisenung erfolgt mit Eisessigbromwasserstoff; die 
kirschrote Lésung wird in Wasser gegossen, mit 33 °/jiger 
Natronlauge bis zur kongoblauen Reaktion versetzt und das 
ausgeflockte Porphyrin abgesaugt. Das Porphyrin wird in 
iiblicher Weise auf den Ester verarbeitet, der bei 222° schmilzt. 
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Uber Muskeladenylsiure und Hefeadenylsiure. 
Von 
Gustav Embden und Gerhard Schmidt. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5, Januar 1929.) 


Vor kurzem konnte aus Kaninchenmuskeln eine Adenosin- 
phosphorsiure isoliert werden’), die auf Grund ihres Schmelz- 
punktes fiir identisch mit jener Adenosinphosphorsiure ge- 
halten wurde, die friiher von W. Jones”), P. A. Levene’), 
H. Steudel‘), S. Thannhauser®) u. a. aus der Hefenuclein- 
siure gewonnen worden war. Aus einer kiirzlich verdéffent- 
lichten Arbeit von G. Schmidt*) geht aber hervor, daB die 
letztere Substanz, die wir im folgenden kurz als Hefeadenosin- 
phosphorsiure oder Hefeadenylsiure bezeichnen werden, von 
dem Muskeladenylsiiure desaminierenden Ferment iiberhaupt 
nicht angegriffen wird. Hierdurch war schon der Beweis dafiir 
erbracht, daB Muskeladenylsiure und Hefeadenylsiure nicht 
miteinander identisch sind, doch erschien es nunmehr als not- 
wendig, die Verschiedenheit beider Substanzen auch an der 

') G. Embden u. M. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 167, S, 137 
(1927). 

2) W. Jones u. R. T. Kennedy, Jl. of Pharm. and exper. Therap. 
Bd. 12, S. 253 (1918). 

5) Jl. of Biol. Chem. Bd. 40, S. 415 (1919). 

*) H. Steudel u. E. Peiser, Diese Zs. Bd. 120, S. 292 (1922). 

*) S. J. Thannhauser u. G. Dorfmiiller, Diese Zs. Bd. 107, 
S. 157 (1919). 

®) Diese Zs. Bd. 179, S. 248 (1928). 
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Hand rein physikalischer und chemischer Untersuchungs- 
methoden zu erweisen. In der vorliegenden Arbeit konnte in 
der Tat eine Reihe von derartigen Verschiedenheiten fest- 
gestellt werden, die im folgenden kurz beschrieben werden sollen. 


I. Unterschiede im physikalischen Verhalten beider Substanzen. 


1. Der Schmelzpunkt der Muskeladenosinphosphorsiure 
wurde von G. Embden und M. Zimmermann zu 194° an- 
gegeben (unkorrigiert) in naher Ubereinstimmung mit dem von 
P. A. Levene?) fiir das Adeninmononucleotid aus Hefe er- 
haltenen Werte. Beim Vergleich der Schmelzpunkte beider 
Substanzen unter gleichzeitigem, raschem Erhitzen am ab- 
gekiirzten Thermometer fanden wir ebenfalls fast denselben 
Schmelzpunkt; doch war derjenige der Substanz aus Muskulatur 
regelmiBig ganz wenig hoher. Bei sehr schnellem Erhitzen 
lag er zwischen 196° und 200°, wihrend die gleichzeitig er- 
hizte Hefeadenosinphosphorsaure nie iiber 195° schmolz. Ent- 
scheidender ist aber der Befund, daB die Mischung beider 
Substanzen einen weit unschiarferen und niedrigeren Schmelz- 
punkt zeigt. 

2. Sehr erhebliche Unterschiede bestehen in der Léslich- 
keit. Wihrend die Hefeadenosinphosphorsiure auch in kochen- 
dem Wasser sehr schwer loslich ist, zeigt reine Muskeladenosin- 
phosphorsiure leichte Léslichkeit in diesem Lésungsmittel. Die 
letztere Substanz krystallisiert beim Abkiihlen rasch wieder 
aus, wahrend fiir die Hefeadenosinphosphorsiiure schon von 
den oben genannten amerikanischen Autoren die Neigung zur 
Bildung tibersittigter Lésungen festgestellt werden konnte. 

3. Auch das optische Verhalten ist verschieden. Wir 
haben die Drehung in Anlehnung an die von P. A. Levene 
ausgefiihrten Bestimmungen an 1 °/,igen Lésungen festgestellt. 
Als Lésungsmittel verwandten wir a) 2°/,ige Natronlauge, 
b) 10°/,ige Salzsiure. Hierbei ergab sich, daB sowohl in 
alkalischer wie in saurer Liésung die Muskeladenosinphosphor- 
siure eine wesentlich schwichere Linksdrehung zeigt als die 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 41, S. 483 (1920). 
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aus Hefenucleinséure gewonnene Substanz. In 2 °/,iger Natron- 


lauge fanden wir «j’ fir Hefeadenylsiure = — 56,0° (etwas 
weniger als Levene(—59,5°)), fiir Muskeladenylsiure = — 47,5°; 
in 10°/,iger Salzsiiure wurde «j,’ fiir Hefeadenylsiure = —36,5° 
(Levene —38,0°) gefunden, fiir Muskeladenylsiure = —26,0°. 


II. Chemische Unterschiede. 


1. Es gelang schon G. Schmidt in einer oben erwihnten 
Arbeit, als Produkt der fermentativen Desaminierung von 
Muskeladenosinphosphorsiure Hypoxanthosinphosphorsiure, die 
bereits von J. Liebig!?) isolierte Inosinsiure, zu gewinnen. 
Auch durch einfache chemische Desaminierung mittels salpe- 
triger Siure laiBt sich, wie wir zeigen konnten, Muskel- 
adenosinphosphorsiure leicht in Inosinsiure umwandeln, die in 
Form ihres charakteristischen Bariumsalzes gewonnen wurde. 
Die Identifizierung erfolgte durch Phosphor- und Stickstoff- 
bestimmungen. 

Nach der Desaminierung der Hefeadenosinphosphorsiure, 
die ohne Auftreten merklicher Mengen anorganischer Phosphor- 
siiure gelang, konnte dagegen keine Inosinsiure isoliert werden. 
Das gewonnene Bariumsalz war im Gegensatz zum inosin- 
sauren Barium auch in kaltem Wasser leicht léslich; auf seine 
weitere Untersuchung haben wir verzichtet. 

2. Kiner Anregung von Herrn P. A. Levene folgend, 
untersuchten wir auch die Geschwindigkeit der Abspaltung 
anorganischer Phosphorsiure aus beiden Substanzen bei der 
Hydrolyse mit n/10-Schwefelsiiure. Levene hatte bereits fest- 
gestellt, daB die hydrolytische Abspaltung von Phosphorsiure 
aus Inosinsiure weitaus langsamer erfolgt als aus Hefeadenosin- 
phosphorsiiure und daraufhin gelegentlich einer von M. Yama- 
gawa’) durchgefiihrten Untersuchung die Vermutung aus- 
gesprochen, daB die Hefeadenosinphosphorsiure nicht die Mutter- 
substanz der Inosinsiure des Muskels sein kénne. Ganz ent- 
sprechend den Ergebnissen von Yamagawa zeigte sich in 


_ —_—_—_— 


') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 62, S. 317 (1847). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 43, S. 339 (1920). 





SS =| -™/, 4A Ao bo 











Uber Muskeladenylsiiure und Hefeadenylsiure. 133 


unseren Versuchen, daB bei der Saiurehydrolyse von Muskel- 
adenylsiure sehr viel langsamer als bei derjenigen von Hefe- 
adenylsaure anorganische Phosphorsiiure frei wird. Die Hydro- 
lysegeschwindigkeit der Muskeladenosinphosphorsiiure ist der 
von Yamagawa und auch von uns bei der Inosinsiiure fest- 
gestellten ahnlich. Auf einen gewissen Unterschied gegeniiber 
den Ergebnissen der Hydrolyseversuche von Yamagawa wird 
im experimentellen Teil kurz eingegangen. 

3. Entsprechend der schwereren Hydrolysierbarkeit der 
Muskeladenosinphosphorsiure konnte bei Versuchen der Furfurol- 
bestimmung nach dem von W.S. Hoffman?) angegebenen 
Verfahren aus der Muskeladenylsiure nur eine so geringe Spur 
von Furfurol erhalten werden, da8 ihre Bestimmung durch 
Colorimetrie unméglich war, wahrend das gleiche Verfahren 
unter genau gleichen Bedingungen auf die Hefeadenylsiiure 
angewandt — wie zu erwarten — reichlich Furfurol lieferte. 

Aus dem letztgenannten Befunde geht iibrigens hervor, 
wie vorsichtig man mit der Auswertung von Pentosebestim- 
mungen nach dem Furfurolverfahren bei unbekannter Natur 
der zugrunde legenden Pentosenucleotide sein muB. 


Zusammenfassung. 

Kine vergleichende Untersuchung der Muskeladenosin- 
phosphorsaure und der Hefeadenosinphosphorsiure ergibt scharfe 
Unterschiede in ihrem physikalischen und chemischen Ver- 
halten, so daB an der Verschiedenheit beider Substanzen kein 
Zweifel bestehen kann. 


Experimenteller Teil. 
Vorbereitung der beiden Adenylsauren. 


Die Adenylsiiurepriparate wurden zweimal aus Wasser umkrystalli- 
siert und iiber Phosphorpentoxyd im Hochvakuum bei 100° bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet. (Bei Verwendung eines hohen Vakuums 
(Gaedesche Olpumpe oder Quecksilberdampfpumpe) gelingt es schon 
bei 100°, das Krystallwasser aus der Hefeadenylsiure vollkommen zu 
entfernen?®), freilich sehr viel langsamer als aus Muskeladenylsiure. ) 


‘1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 73, S. 15 (1927). 
*) Vgl. W. Jones und R. T. Kennedy, J). of Pharm. and exp. 
Therap. Bd. 12, S, 253 (1918). 
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Tabelle 1. 








1. Muskel- und Hefeadenylsiure 


Verhalten der Substanz 


B 

on Muskeladeny - _ Hefeadenylsiure 
0 siiure | 

181. —Sintert 


185 |Leichte Braunung Leichte Briunung 


190! Starkes Sintern 


Sintern 


194 
195 Starke Briunung 


Schmilzt unter 
Zersetzung 


200 Schmilzt unter 
Zersetzung 








Vergleichende Schmelzpunktsbestimmungen von 





2. Muskeladenylsiure und Gemisch 
beider Substanzen 
é | Verhalten der Substanz 
| eer eee eae 
i?) 
a - ° 
| Muskeladeny! — 7 
0 siure 
167 ‘Leichte Briunung 
170 | Starke Briunung 
| 
180 Sintert 
183 Schmilzt unter 
186 Braunung | Zersetzung 
| 
194/ Starkes Sintern | 
197 Schmilzt unter 
| Zersetzung 





3. Hefeadenylsiiure und Gemisch 
beider Substanzen 


S | Verhalten der Substanz 

i | Hefeadenylsiure | Gemisch 

0 | | 

168 | | Leichte Briw- 
| nung 

176 | Sintert 

179 | Starke Briiu- 
| nung 

183  Sehmilzt 

unter 

189 Leichte Briunung| Zersetzung 

192 Sintert 

193 Schmilzt unter 

Zersetzung 
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Fiir die vergleichenden chemischen Untersuchungen verwandten 
wir ausschlieBlich von uns selbst aus Muskulatur bzw. aus Hefenuclein- 
siure gewonnene Priiparate'), zur Bestimmung der physikalischen Kon- 
stanten stand uns auch ein Praéparat von Hefeadenylsiure zur Verfiigung, 
das uns Herr P. A. Levene liebenswiirdigerweise iiberlassen hatte. 


I. Physikalisches Verhalten der Adenylsiiuren. 


Zu 1. Schmelzpunktsbestimmungen. Die Bestimmungen 
wurden unter méglichst raschem Erhitzen am abgekiirzten Thermometer 
vorgenommen. Zur Feststellung des Mischschmelzpunktes wurde ein 
Gemisch aus gleichen Mengen Muskel- und Hefeadenyl!siiure verwendet. 
Wir untersuchten folgende Paare von Substanzen gleichzeitig am gleichen 
Thermometer: 1. Muskeladenylsdiure und Hefeadenylsiiure; 2. Muskel- 
adenylséiure und das Gemiseh aus beiden Adenylsiuren; 3. Hefeadenyl- 
siure und das Gemisch aus beiden Adenylsiuren. Die Ergebnisse sind 
in der Tab. 1 zusammengestellt und wurden mehrfach bestitigt. 

Zu 3. Die Bestimmungen des Drehungsvermégens wurden im 2 dmn- 
Rohr an 1 °/,igen Lésungen der beiden Adenylsiuren bei Natriumlicht 
ausgeftihrt. 

a) Drehung in 2 °/,iger Natronlauge. 
Muskeladenylsiure Hefeadenylsiure 
Abgelesener Drehungswinkel: —0,95°(+0,02°) — 1,12° (40,02°) 
(Levene —1,19°) 

b) Drehung in 10°/,iger Salzsiure. 
Muskeladenylsiiure Hefeadenylsiiure 
Abgelesener Drehungswinkel: —0,62° (+0,02°) — 0,73° (40,02°) 
(Levene —0,76°) 


Aus diesen Ablesungen berechnen sich die oben angegebenen 
Werte fiir die spezifische Drehung beider Adenyl]siuren. 


II. Chemische Unterschiede. 


Zu 1. Desaminierung der beiden Adenylsiuren. 

a) Desaminierung der Muskeladenosinphosphorsiure und Darstellung 
der dabei entstehenden Inosinsiure. 

0,5 g im Vakuum iiber konzentrierter Schwefelsiiure getrocknete 
Muskeladenylsiure werden in eine Lésung von 1,4 g Natriumnitrit in 
'cem Wasser eingetragen, wobei sie rasch vollstindig gelést werden. 
Nach Hinzufiigen von 1,5 cem Eisessig tritt lebhafte Gasentwicklung 


') Muskeladenylsiiure wurde nach Embden und Zimmermann 
‘Diese Zs. Bd. 167, S. 137 (1927)], Hefeadenylsiure nach W. Jones und 
M. E, Perkins [Jl. of Biol. Chem. Bd. 62, S. 557 (1924/25)] dargestellt, 
letztere unter Beriicksichtigung einiger Erfahrungen von G. Schmidt 
(Diese Zs. Bd. 179, S. 249 (1928)]. 
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ein, die nach 14 Minuten noch nicht véllig beendet und namentlich an der 
von vornherein eingebrachten Tonscherbe deutlich erkennbar ist. Nunmehr 
werden nach Verdiinnung mit 6 cem Wasser zur Beseitigung der salpe- 
trigen Siiure 0,4g Harnstoff in Substanz langsam zugesetzt. [twas 
spiiter wird eine weitere Verdiinnung auf 300 cem mit Wasser vor- 
genommen. In der so erhaltenen Liésung ist anorganische Phosphor- 
siiure mittels der Molybdinsiure-Strychninreaktion nicht nachweisbar. 
Die Fliissigkeit wird mit Baryt neutralisiert, wobei keine Triibung auf- 
tritt, und mit anniihernd 10 cem Bleiessig sofort ausgefiillt. Der Nieder- 
schlag wird nach griindlichem Waschen mit kaltem Wasser in etwa 
200 cem Wasser suspendiert und im geschlossenen GefiB mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt, das Filtrat vom Bleisulfid samt dem Waschwasser 
durch einen Luftstrom vom Schwefelwasserstoff befreit, mit feuchtem 
Bariumecarbonat auf dem Wasserbade bis zur annihernd neutralen Reak- 
tion digeriert und nach kurzem Aufkochen filtriert. Das so gewonnene 
Filtrat, das nur geringe Spuren anorganischer Phosphorsiure enthiilt, 
wird im Vakuum bei einer 40° nicht iibersteigenden Temperatur des 
Heizwassers eingeengt, bis das Bariumsalz reichlich zu krystallisieren 
beginnt. Die Flissigkeit bleibt iiber Nacht im Eisschrank stehen; das 
Barytsalz wird durch Filtration auf der Nutsche abgetrennt und einmal 
aus heiBem Wasser, in dem es leicht léslich ist, umkrystallisiert. Aus- 
beute an exsiccatortrockener Substanz = 0,272 g. Die einmal aus heiBem 
Wasser umkrystallisierte Substanz zeigt makroskopisch das charakte- 
ristische Glitzern des inosinsauren Bariums und mikroskopisch die fiir 
dieses Salz bekannten beiderseits zugespitzten Blittchen. 

Von dieser Substanz werden 0,0508 g im Vakuum der Quecksilber- 
dampfpumpe bei 100° iitber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. Hierbei eintretender Gewichtsverlust 0,0037 g=6,7°/). Be- 
rechnet fiir inosinsaures Barium + 2H,O = 6,94 9/). 

Phosphor- und Stickstoffbestimmungen: 0,0489 g Substanz 
werden mit 1 ecm konzentrierter Schwefelsiiure und etwas Kupfersulfat 
verascht, die Veraschungsfliissigkeit nach Ausfillung des Kupfers mit 
Schwefelwasserstoffwasser im MeBkolben auf 100 ecm aufgefiillt und 
filtriert. In zweimal 25 eem dieser Fliissigkeit wird die Phosphorsiure 
als Strychninphosphormolybdat bestimmt. 

Gewogene Niederschlagmenge: 1. 0,0708 g 
2. 0,0707 g 

Die Stickstoffbestimmungen werden in je 4cem der auf 100 ccm 
aufgefiillten Veraschungsflissigkeit ausgefiihrt. Neben den eigentlichen 
Bestimmungen wird ein Leerversuch in genau der gleichen Weise an- 
gestellt und der gefundene Leerwert in Rechnung gezogen. Zur Be- 
rechnung kommen fiir 4 cem der Veraschungsfliissigkeit 4,88 cem n/300- 
Lauge. Aus den eben wiedergegebenen Resultaten der Phosphor- und 
Stickstoff bestimmungen ergibt sich 
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P= 6,489, 

N = 11,64 °/,. 
Berechnet fiir inosinsaures Barium 

P= 6,42 °, 

N = 11,59 %p. 


b) Desaminierung der Hefeadenosinphosphorsiure. 

0,5 g Hefeadenylsiiure werden in einer Lésung von 1,4 g Natrium- 
nitrit in 5 cem Wasser suspendiert. Die Substanz lést sich erst nach 
tropfenweisem Zusatz von 33 °/,iger Natronlauge. Nach erfolgter Lésung 
reagiert die Fliissigkeit noch stark sauer gegen Lackmus. Nach Zusatz 
von weiteren 1,4 g Natriumnitrit und 3 ccm Eisessig tritt langsame Gas- 
entwicklung ein, die sich auf Zugabe von nochmals 1,5 cem Eisessig 
verstirkt und nach etwa 30 Minuten fast beendet ist. Die weitere Ver- 
arbeitung geschieht ganz in der fiir Muskeladenylsiiure beschriebenen 
Weise. Anorganische Phosphorsiure wird bei der Desaminierung nur 
in geringen Spuren frei. Die schlieBlich gewonnene Barytsalzlésung 
zeigt auch nach starker Kinengung bei reichlichem Bariumgehalt keine 
Neigung zur Krystallisation, und das mit Methylalkohol aus der kon- 
zentrierten Loésung gefillte Bariumsalz geht leicht wieder in wiBrige 
Loésung. 

2. Hydrolysegeschwindigkeit der beiden Adenylsiiuren und der 
Inosinsiure. 

Die Hydrolyse der drei Substanzen erfolgte in genau gleicher Weise 
mit n/10-Schwefelsiiure im zugeschmolzenen Glasrohr. Die Lésungen 
waren einer Muskeladenylsiurelésung jiquivalent, die in 80 ccm n/i0- 
Schwefelsiiure 0,1555 g Adenylsiiure enthielt. Die Inosinsiiure wurde 
in Form ihres im Hochvakuum bei 100° tiber Phosphorpentoxyd ge- 
trockneten Bariumsalzes verwandt, welches mit der berechneten Schwefel- 
siiuremenge zersetzt wurde, so daB die Konzentration der freien Schwefel- 
siure in der zum Versuche dienenden Lésung n/10 war. 

Von der Lésung der zu untersuchenden Substanz wurden in jedem 
Versuch in eine Anzahl von Glasréhrchen je 5 ccm eingefiillt; die zu- 
geschmolzenen Réhrchen wurden simtlich gleichzeitig in ein siedendes 
Wasserbad versenkt. Nach bestimmten Zeiten entnahmen wir gleich- 
zeitig jeweils 2 Réhrchen zur Phosphorbestimmung. Nach Abkiihlung 
unter der Wasserleitung wurden aus den gedffneten Gliischen je 4 cem 
in einen Erlenmeyerkolben abpipettiert. Die auf 60 ccm verdiinnten 
Ansatze blieben bis zur gravimetrischen Bestimmung der Phosphorsiiure 
als Strychninphosphomolybdat im Eisschrank stehen. (Unter diesen 
Bedingungen erfolgt keine nachweisbare Abspaltung von Phosphorsiiure.) 

In der folgenden Tab. 2 sind die Ergebnisse der Versuche zu- 
sammengestellt. Die Tabelle ist so angeordnet, daB jeweils in der oberen 
Reihe der Spalten 2, 3 und 4 die nach der in Spalte 1 angegebenen 
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Tabelle 2. 
Oben: Abgespaltene Phosphorsiuremenge in mg 
(Maximum 2,190 mg) und °/, des Maximums. 
Versuchs- 1 >. 
zeit Unten: k= _* log een 
in Min. — 
Muskeladenylsiure Inosinsiéure Hefeadenylsiiure 
1 2 | 3 | 4 
65 | 0,580 mg = 26,6"), 
| k = 2,09- 1072 
120 | 0,177 mg = 8,1°/, 
k = 9,06 -10-8 
125 0,248 mg = 11,3 /,| 
k = 9,02 +1078 | 
127 | — 1,113 mg = 50,7°/, 
| k = 1,64- 10-2 
208 | 0,283 mg = 12,9 °/, 
ke = 5,52- 107° 
257 1,749 mg = 80,1 °), 
i; = 1,95+10-? 
310 0,546 mg = 24,6 °/,, | 
k = 4,29-1079 | 
485 | 1,964 mg = 89,9”), 
| k = 2,05+107? 
570 0,970 mg = 44,2 °/,| 
= 3,16-1078 | 
688 | 0,567 mg = 25,9 °/, 
ik = 1,96- 1073 
919 1,116 mg = 50,9 °/,| 
k = 2,21-1073 | 
1811 1,536 mg = 70,1 °/, 
k = 0,79 - 1073 





Zeit beobachtete Phosphorsiureabspaltung in Milligrammen und in Pro- 
zenten der theoretischen Menge verzeichnet ist. Der in der unteren Reihe 
der Spalten 2, 3 und 4 wiedergegebene Wert von k ist wie in der Arbeit 
von M. Yamagawa nach der folgenden Forme! berechnet: 

1 a 


ie eee a lv ee ; H 
k= ; log ns (¢ in Minuten). 





Man sieht ohne weiteres, da8 die Phosphorsiiure aus der Hefe- 
adenylsiiure auBerordentlich viel rascher abgespalten wird als aus der 
Muskeladenylsiure und der Inosinsiiure. Wihrend z. B. die Hefeadeny!- 
siiure bereits nach 2 Stunden zur Hilfte hydrolysiert ist, wird bei der 
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Muskeladenylsdure ein entsprechender Aufspaltungsgrad erst nach etwa 
10 Stunden erreicht; die Inosinsiiure ist nach 10 Stunden sogar nur zu 
etwa 25°/, hydrolysiert. Eine allgemeine quantitative Charakterisierung 
des eben besprochenen Unterschiedes zwischen der Hefe- und Muskel- 
adenylsiure durch eine Reaktionskonstante ist nicht ohne weiteres még- 
lich, da unter den von uns gewihlten Versuchsbedingungen der Reak- 
tionsverlauf bei der Muskeladenylsiure und im Gegensatz zu den Be- 
funden von M. Yamagawa auch bei der Inosinsiiure ein anderer 
zu sein scheint wie bei der Hefeadenylsiure. Wihrend niimlich fiir die 
Hydrolyse der letzteren Substanz sich eine monomolekulare Konstante 
errechnen laéBt, deren durchschnittlicher Wert k = 1,93+- 107? unter 
unseren Versuchsbedingungen etwas héher gefunden wurde als der von 
Yamagawa angegebene (1,66-10~*), ist dies, wie aus den Spalten 2 
und 3 der Tabelle hervorgeht, bei der Muskeladenylsiiure und Inosin- 
siiure nicht der Fall. 

Die nach der monomolekularen Formel berechneten k-Werte nehmen 
vielmehr im Verlauf der Reaktion bei beiden Substanzen sehr _be- 
deutend ab, 

3. Furfurolbildung aus den beiden Adenylsiuren. 

20 mg Hefe- bzw. Muskeladenosinphosphorsiure wurden genau 
nach den von W.S. Hoffman!) auf Grund der Arbeit von G. E. Young- 
burg und G. W. Pucher?) gegebenen Vorschriften mit 50 cem 20°/, iger 
Salzsiiure 3 Stunden lang der Wasserdampfdestillation unterworfen. Von 
dem auf 500 cem aufgefillten Destillat wurden jeweils 2 cem nach den 
Vorsehriften der genannten Autoren neutralisiert, mit Anilin und Kis- 
essig versetzt und auf 10 ccm aufgefiillt. Wéhrend das Destillat aus 
Hefeadenylsiure unter diesen Bedingungen eine starke Rotfirbung zeigte, 
war in demjenigen aus Muskeladenylsiiure nur eine eben erkennbare 
Fiirbung zu beobachten, die eine colorimetrische Bestimmung nicht zulieB. 





1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 73, S. 15 (1927). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 61, 8. 741 (1924). 
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Bemerkung zu der Arbeit von Chikano: 
Uber die Gewinnung von d-Tyrosin aus racemischem 
Tyrosin mittels Oidium lactis.“ ?) 

Von 
Felix Ehrlich. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und landw. Technologie der Universitat Breslau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Januar 1929.) 


M. Chikano hat nach einer friiher bereits von mir’) im Prinzip 
angegebenen Methode zur Ziichtung von Oidium lactis auf Aminosiiuren 
mit Hilfe dieses Schimmelpilzes aus racemischem Tyrosin d-Tyrosin ge- 
wonnen. Er gibt dabei an, daB eine bequeme Darstellungsmethode des 
d-Tyrosins bisher nicht bekannt gewesen wiire und da8 auch mein Ver- 
fahren *) der asymmetrischen Spaltung der Racemkoérper von Aminosiuren 
mittels PreBhefe beim d,l-Tyrosin versagt hiitte. 

Chikano iibersieht in diesem Falle die Ergebnisse meiner spiiteren 
Arbeit‘) ,Uber symmetrische und asymmetrische Spaltung von 
racemischem Tyrosin dureh Hefegiirung und iiber ihre Be- 
einflu8barkeit durch vitaminartig wirkende Nihrsubstrate“, 
in der ich zeigen konnte, daB man durch Aufzucht oder Girung von 
Hefe in Lésungen von Zucker und Mineralsalzen, die einen Zusatz von 
Hefeautolysat oder Malzausziigen erfahren haben, sehr leicht das d,|- 
Tyrosin in optisch reines d-Tyrosin verwandeln kann. Nach meiner sehr 
einfach durchzufiihrenden Methode erhilt man durch schnelle Vergirung 
des racemischen Tyrosins mit viel Zucker und PreBhefe unter Beigabe 
von wenig Hefeautolysat schon in 2—3 Tagen reines d-Tyrosin in 
Ausbeuten bis zu 60°, der Theoric, wihrend das viel umstindlichere 
Kultivierungsverfahren von Chikano eine Zeitdauer yon 20—25 Tagen 
erfordert. 

_ Die von mir gewonnenen Priparate von d-Tyrosin zeigten in 
Ubereinstimmung mit E. Fischer’®) in etwa 4°/,iger Losung, in 21°/,igei 
Salzsiiure untersucht, eine spezifische Drehung von durchschnittlich 
(«|p =+ 8,5°. Wenn Chikano an seinem d-Tyrosin scheinbar héhere 
spez. Drehungen bis zu + 10,5° beobachtet, so erklirt sich dies ohue 
weiteres daher, daB er seine Substauzen in einer Konzentration von 
1—2°/, in 4°/,iger Salzsiure gelést polarisiert hat, d. h. unter Bedingungen, 


bei denen, wie schon E. Fischer selbst hervorgehoben hat, Steigerungen 
der spez. Drehung des d-Tyrosins eintreten., 


) Diese Zs., Bd. 180, S. 149 (1929). 
*) Chem. Ber., Bd. 44, S. 888 (1911) und Handb. d. biol. Arb., Abt. I, 





Teil 7, S. 192. 
*) Bioch. Zs., Bd. 1, 8.8 (1906); Bd. 8, S. 438, (1908); Bd. 63, 5. 379 
(1914). *) Bioch. Zs., Bd. 182, S. 245 (1927). 


5) Chem. Ber., Bd. 32, S. 3645 (1899). (Von Chikano falsch zitiert!) 





